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1. Sistema inmunitario. 
1.1. La familia Gadd45.  
La familia de proteínas inducibles por daño en el ADN y parada de crecimiento-45 
(Gadd45) está formada por tres miembros: Gadd45a (Gadd45α/Gadd45), Gadd45b 
(Gadd45β/MyD118) y Gadd45g (Gadd45γ/CR6). EL gen Gadd45a se describió como un 
gen de inducción rápida en respuesta a la radiación ultravioleta (UV) en células del 
ovario de hámster chino (Fornace et al. 1989). Gadd45b fue clonado como un gen de 
respuesta primaria en la diferenciación de células mieloides (Abdollahi et al. 1991). 
Finalmente, Gadd45g se encontró en ratón como el gen ortólogo al gen humano CR6 
que codifica para una proteína de respuesta aguda tras estimulación con IL-2. 
Las proteínas de la familia Gadd45 son relativamente pequeñas (18 kDa), acídicas 
(pH 4.0-4.2), con una gran similitud entre ellas (55-57% de identidad en la secuencia 
aminoacídica); y, localización tanto citoplasmática como nuclear (Zhang et al. 1999) 
(Vairapandi et al. 2002). Las proteínas Gadd45 son capaces de formar homo- y hetero-
dímeros con otros miembros de la familia Gadd45, así como oligómeros, aunque con 
menor frecuencia (Kovalsky et al. 2001) (Schrag et al. 2008). Cada uno de los genes que 
componen la familia Gadd45 se expresa en múltiples tejidos en mamíferos, que 
incluyen corazón, cerebro, bazo, pulmones, hígado, músculo esquelético, riñones y 
testículos (Zhang et al. 1999). Gadd45g se expresa abundantemente en la placenta. Las 
proteínas de la familia Gadd45 reúnen las características típicas de las proteínas 
implicadas en señalización: son pequeñas, tienen una rápida regulación tanto a nivel 
transcripcional como post-transcripcional y desempeñan una gran variedad de 
funciones. Generalmente las proteínas de la familia Gadd45 participan la señalización 
por estrés y la regulación del ciclo celular (revisado en (Salvador et al. 2013)). 
1.1.1. La familia Gadd45 en estrés y regulación del ciclo celular. 
La expresión de las proteínas Gadd45 se induce en respuesta a diferentes tipos de 
estrés, fisiológicos y medioambientales, incluyendo radiación ionizante (IR), radiación 
UV, mutágenos como el metil metanosulfonato (MMS), medicamentos utilizados en 




citoquinas inflamatorias (Liebermann et al. 1998) (Gupta et al. 2005) (Gupta et al. 2006) (Gupta et al. 2006). 
En todos los casos, el patrón de expresión de cada gen de la familia Gadd45 es único, 
consistente con la diferente participación de los miembros en cada tipo de estrés.  
Aunque los miembros de la familia Gadd45 tienen mucho en común, existen 
diferencias en su regulación y función. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la 
diversidad de factores de transcripción implicados, estructura tridimensional (Sanchez et 
al. 2008) (Schrag et al. 2008) y a sus interacciones con otras proteínas.  
Existen evidencias de que la interacción de las proteínas GADD45 con el antígeno de 
proliferación nuclear (PCNA) promueve la reparación por escisión de nucleótidos (NER) 
del ADN (Smith et al. 1994) (Vairapandi et al. 2000) (Azam et al. 2001) (Hoffman et al. 2007). La interacción 
con CDK1 inhibe la actividad quinasa del complejo cdc2/ciclinaB1 que juega un papel 
en la transición de la fase G2 a la fase M del ciclo celular (Wang et al. 1999) (Vairapandi et al. 
2002). GADD45a puede desplazar a PCNA del complejo ciclina D1, inhibiendo la 
replicación de ADN durante la fase S de la replicación (Smith et al. 1994). Se ha sugerido 
que cuando GADD45a interacciona con p21 se aumenta la actividad CDK1 dependiente 
de p21, promoviendo el arresto en G1 (Fan et al. 1999) (Liebermann et al. 2007) (Salvador et al. 2005). 
Los tres miembros de la familia Gadd45 se unen al extremo amino-terminal de MEKK4 
lo que provoca su activación (Miyake et al. 2007) (Chi et al. 2004). Ésta, a su vez, activa la 
señalización a través de p38 y JNK, induciendo una fuerte respuesta apoptótica 
(Takekawa et al. 1998) (Mita et al. 2002). Además, la expresión de GADD45a es necesaria para el 
sostenimiento de la señalización de p38 y JNK, provocando el bloqueo del ciclo celular 










Figura I1. Interacciones y funciones comunes de las proteínas de la familia Gadd45. A través de la 
interacción con proteínas del ciclo celular, como el complejo Cdc2/Ciclina B1, p21 y PCNA, las proteínas 
Gadd45 bloquean el ciclo en distintos estados; esto permite la reparación del daño en el ADN. Además, 
interaccionan con la quinasa MEKK4, activando la ruta de p38 y JNK, implicada en proliferación y 
apoptosis. También, pueden interaccionar directamente con otras proteínas de las vía de las MAPKs 
como MKK7 y p38 directamente. Figura adaptada de (Liebermann et al. 2008). 
1.1.2. La familia Gadd45 en inmunidad. 
El sistema inmunitario está formado por una gran variedad de tipos celulares que se 
encuentran distribuidos por todo el organismo. Esto hace necesario el establecimiento 
de una comunicación entre ellas, que puede ser por comunicación directa 
estableciéndose interacciones célula-célula o a través de citoquinas que permiten la 
comunicación a larga distancia. Dentro de las células, estas señales son procesadas por 
complejas redes que las transmiten e integran. Formando parte de estas redes de 
proteínas se encuentran las proteínas de la familia Gadd45 (revisado en (Schmitz 2013)). 
Las proteínas de la familia Gadd45 se expresan en las células de sistema inmunitario 
en respuesta a distintos estímulos. Dentro de la inmunidad innata, se han descrito 
varias citoquinas inductoras de la expresión de las proteínas de la familia Gadd45 en 
células hematopoyéticas y del sistema inmunitario. Por ejemplo, hematopoyetinas 
como el factor estimulador de colonias granulocito-macrófago (GM-CSF), M-CSF, G-CSF 




Gadd45 a nivel de ARN en células de médula ósea (Gupta et al. 2006). En células de médula 
ósea la deficiencia en Gadd45a o Gadd45b produce que estas células sean más 
sensibles a la apoptosis inducida por estrés (Gupta et al. 2006) (Gupta et al. 2005). La IL-6, 
citoquina implicada en la diferenciación de células hematopoyéticas y con actividad 
pro-inflamatoria, induce Gadd45b en la línea celular mielomonocítica murina M1 (Zhan 
et al. 1994). La citoquina IL-18 induce la expresión de Gadd45b y Gadd45g en células T 
helper (Arend et al. 2008). El tratamiento conjunto con IL-12 aumenta el efecto en este tipo 
celular (Yang et al. 2001). Cabe destacar que Gadd45a no se induce con IL-12 e IL-18. La 
citoquina IL-33 en conjunto con IL-12 induce la expresión de Gadd45b en célula T CD8 
citotóxicas (Yang et al. 2011). Estos datos parecen indicar que las citoquinas pro-
inflamatorias son las inductoras cruciales de la expresión de los genes Gadd45 en 
células hematopoyéticas. También, se ha observado que el tratamiento in vivo de 
ratones con LPS induce la expresión de Gadd45b (Zhang et al. 2005). 
La estimulación del TCR también induce la expresión de los genes Gadd45. La 
estimulación de células CD4 naïve con anticuerpos anti-CD3 (que estimula el complejo 
del TCR) conduce a la expresión de Gadd45b a tiempos cortos de hasta 4 horas, 
viéndose incrementado este efecto con coestimulación con anti-CD28 (Lu et al. 2004). 
Usando un modelo de ratón transgénico se observó la expresión temprana de 
Gadd45b en timocitos (Schmitz et al. 2003). Sin embargo, la expresión de Gadd45g requiere 
la estimulación durante 48-96 horas (Lu et al. 2001). Esto puede deberse a que es la 
producción de IL-2 la que induce Gadd45g más que la señalización del TCR (Hoffmeyer et al. 
2001). 
− Inmunidad innata.  
La función de las proteínas de la familia Gadd45 ha sido estudiada en mayor 
profundidad en células mieloides como granulocitos y macrófagos dentro del sistema 
inmunitario innato. Por ejemplo, en ausencia de Gadd45a o Gadd45b, la diferenciación 
in vitro de células de médula ósea a los linajes de granulocitos o macrófagos resulta en 
una menor frecuencia de los mismos (Gupta et al. 2005). La menor frecuencia de estas 
células se atribuyó a una mayor apoptosis durante la diferenciación de las mismas. Sin 
embargo, Gadd45g no es necesario para la diferenciación mieloide (Hoffmeyer et al. 2001). 




células mieloides inmaduras (Gupta et al. 2006). Estos datos podrían indicar que las 
proteínas Gadd45 favorecen la diferenciación terminal de las células mieloides, así 
como inhibición de la proliferación celular una vez que se han diferenciado. 
Además de en la diferenciación mieloide, Gadd45a y Gadd45b parecen ser 
necesarios para la función de granulocitos y macrófagos. Por ejemplo, en un modelo 
murino de sepsis experimental, los ratones deficientes en Gadd45a y Gadd45b 
presentan un fallo en el reclutamiento de macrófagos a la cavidad peritoneal tras ser 
inyectados con LPS (Salerno et al. 2012). En este mismo estudio, se observó in vitro que la 
función de los granulocitos y macrófagos estaba afectada. En ensayos de quimiotaxis 
presentaban una migración menos eficiente, producían menos especies reactivas de 
oxígeno (ROS) y menos citoquinas. Además, la capacidad fagocítica de los macrófagos 
deficientes estaba gravemente afectada. Este efecto se atribuyó al efecto de GADD45a 
y GADD45b en la cascada de señalización de p38 y JNK. 
− Inmunidad adaptativa 
La relevancia de la familia Gadd45 ha sido estudiada en lo relativo  a la inmunidad 
adaptativa, sobre todo centrándose en células T, aunque también se ha descrito su 
relevancia en células B, NKTs y células dendríticas. Por ejemplo, se ha observado que 
Gadd45b se induce fuertemente en células B tras activación a través de CD40 (Zazzeroni 
et al. 2003). 
Las células NKTs son un tipo de linfocito que comparte características de las células 
NK y los linfocitos T de memoria. Las células NKTs son más resistentes a la muerte 
inducida por activación que las células T convencionales. Las NKTs expresan Gadd45b 
(Harada et al. 2004), lo que se correlaciona con su mayor resistencia a la apoptosis, puesto 
que Gadd45b ha sido caracterizada como una molécula anti-apoptótica en células 
mieloides (Gupta et al. 2005). 
Las células dendríticas son las células presentadoras profesionales más importantes. 
Estas células capturan antígenos del ambiente y los presentan vía MHC de clase II a 
células Th CD4. Dependiendo del conjunto de citoquinas que las células dendríticas 
expresan, la respuesta inmunitaria será dirigida a un tipo determinado (Murphy et al. 2002). 




familia Gadd45 (Jirmanova et al. 2007). Así, se observa que las células dendríticas deficientes 
en Gadd45a de ratón presentan, tras activación con antígenos solubles de Toxoplasma 
gondii, una menor activación de la vía clásica MKK3/6-p38, menor producción de las 
citoquinas Th1 IL-2 e IFNγ, y una mayor expresión de la molécula coestimuladora CD40 
(Jirmanova et al. 2007). De manera similar, las células dendríticas deficientes en Gadd45b 
producen menos IFNγ en respuesta a estimulación con LPS (Lu et al. 2004). 
Se ha observado que Gadd45g desempeña un papel importante en la respuesta 
Th1, puesto que se ha observado su relevancia en la producción de IFNγ (Lu et al. 2001). 
Sin embargo, las células Th2 no se ven afectadas. Gadd45b también es necesario en la 
respuesta Th1. Se observó que en células T que sobreexpresaban Gadd45b, se 
promovía la producción de IFNγ tras la activación a través del TCR o la estimulación 
con IL-12 e IL-18 (Lu et al. 2004) (Yang et al. 2001). Se observó que este efecto estaba mediado 
por la activación prolongada de p38. La introducción de un dominante negativo de 
MEKK4 inhibe el efecto de la sobreexpresión de Gadd45b (Yang et al. 2001). Esto se 
correlaciona con que las células deficientes en MEKK4 secretan menos IFNγ durante la 
diferenciación Th1 y presentan una menor activación de p38 tras estimulación del TCR 
o con IL-12 e IL-18 (Chi et al. 2004). La sobreexpresión de Gadd45b o Gadd45g en células 
deficientes en MEKK4 no aumenta la expresión de IFNγ, como si ocurre en células wt. 
Esto indica que MEKK4 y las proteínas Gadd45 forman parte de una cascada que 
potencia la producción de IFNγ y por tanto la respuesta Th1 (Chi et al. 2004). 
− Autoinmunidad 
En relación a las enfermedades con las que los miembros de la familia Gadd45 están 
relacionados, cabe destacar su función en las enfermedades autoinmunes. 
En ratones deficientes en Gadd45a se observa una activación constitutiva de la 
MAPK p38 (Salvador et al. 2005), que podría conducir a una activación inadecuada de las 
células T. Debido a esto, los ratones deficientes en Gadd45a desarrollan una 
enfermedad autoinmune caracterizada por la presencia de autoanticuerpos contra 
ADN de doble cadena y de cadena sencilla, así como contra histonas (Salvador et al. 2002). 
Estos ratones presentan proteinuria y glomerulonefritis. Además, tienen niveles 
reducidos de leucocitos y linfocitos en sangre periférica. El cruce de ratones deficientes 




sido sustituida por fenilalanina (Phe) (Jirmanova et al. 2011) revierte el fenotipo presente en 
los ratones deficientes. Esto indica que la regulación de la activación alternativa de p38 
por GADD45a es clave en la activación de las células T. 
Gadd45b y Gadd45g han sido relacionados con enfermedades autoinmunes. Los 
ratones deficientes en Gadd45b muestran una respuesta más prolongada y 
exacerbada a la EAE (Liu et al. 2005). In vivo, las células T deficientes en Gadd45b 
proliferan más que las wt y son más resistentes a la inducción de apoptosis. También, 
se ha observado una menor expresión de Gadd45b en los fibroblastos del líquido 
sinovial de pacientes con artritis reumatoide (Svensson et al. 2009). Otro dato que apunta a 
la función de las proteínas Gadd45 en autoinmunidad, es el hecho de que los ratones 
con doble deficiencia en Gadd45b y Gadd45g desarrollan una enfermedad 
linfoproliferativa y esplenomegalia de manera espontánea (Liu et al. 2005).  
1.2. Gadd45g. 
Gadd45g fue denominado inicialmente como GRP17 (Suzuki et al. 1999) y se describió 
por primera vez como un gen de respuesta inmediata a IL-2 en células T humanas 
(Beadling et al. 1993). Después, también, fue identificado como un gen inducible por 
oncostatina M (OIG37) en células de hemangioblastoma murino (Nakayama et al. 1999), y 
como gen inducible por la eliminación del factor neurotrópico PC12 en células 
neuronales (Kojima et al. 1999). Como ya se ha comentado, se expresa en placenta, 
corazón, hígado, músculo esquelético, próstata, testículos y ovarios y se localiza en el 
cromosoma 9q22.1-q22 (Suzuki et al. 1999).  Estructuralmente se ha caracterizado como 
parte de la familia de proteínas ribosomales L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 (Schrag et al. 2008). 
Se ha descrito que la homodimerización de GADD45g es necesaria para su función. 
Esta interacción se realiza a través de dos hélices α, que están muy conservadas 
evolutivamente. Además, en insectos solo se ha descrito un gen Gadd45 que es similar 
a Gadd45g, lo que puede indicar que éste es el gen ancestral. 
Las funciones de Gadd45g son variadas. Se ha descrito la función de Gadd45g en 
células del sistema inmunitario: los ratones deficientes en Gadd45g tienen un defecto 
en las células Th1. En estos ratones, las células Th1 tienen menor apoptosis, menor 




condiciones, estos ratones tienen una respuesta disminuida a la hipersensibilidad por 
contacto. En otro estudio, se describió que Gadd45g regula la producción de TNFα e 
IL6 en monocitos humanos activados con LPS (Shin et al. 2012). La deficiencia de Gadd45g 
junto con la deficiencia en Gadd45b produce un desorden linfoproliferativo con la 
rotura de la tolerancia a autoantígenos (Liu et al. 2005). Esto indica la importancia de 
Gadd45g en la generación de la respuesta Th1 y en la finalización de la misma. Sin 
embargo, existen discrepancias en la función de Gadd45g en este tipo de respuesta. 
En algunos estudios parece que Gadd45g no tiene efecto alguno sobre el sistema 
inmunitario; así, en un estudio en el que se cultivan linfocitos deficientes en Gadd45g 
sin polarizar mantenidos con IL2, no parece haber defectos ni en la proliferación, ni en 
la muerte inducida por activación (AICD), ni en la activación de p38 o JNK, en 
comparación con ratones wt, cultivados en las mismas condiciones (Hoffmeyer et al. 2001). 
Otro estudio describe que Gadd45g no es necesario en la respuesta a estrés en 
fibroblastos embrionarios, siendo la activación de p38 y JNK independiente de la 
expresión de Gadd45g (Wang et al. 1999). La función de Gadd45g varía según el tejido o el 
tipo celular que se estudie, lo que complica la comprensión de sus funciones y 
regulación.  
Recientemente, se ha descrito la función de Gadd45g en la diferenciación de células 
hematopoyéticas (Thalheimer et al. 2014). En este estudio Gadd45g se presenta como el 
enlace entre la señalización de citoquinas promotoras de la diferenciación y la 
diferenciación de células madre hematopoyéticas. Esta nueva función apoya la 
importancia de Gadd45g como supresor de tumores, puesto que se encuentra 
reprimido en muchos tumores y su recuperación podría permitir revertir las células 
tumorales a un fenotipo menos maligno. Se ha descrito la disrupción de la expresión 
de Gadd45g, por metilación de su promotor, en varios tipos de tumores como tumor 
de tiroides anaplásico (Chung et al. 2003), adenoma de pituitaria (Zhang et al. 2002) o cáncer de 
próstata (Flores et al. 2010), entre muchos otros (Ying et al. 2005) (Zhang et al. 2010). En estos 
tumores, Gadd45g bloquea la progresión del ciclo gracias a su unión con proteínas 
como p21 e induce apoptosis activando la cascada de p38 y c-Jun. Además, Gadd45g 
ha sido descrito como un gen importante en la respuesta adaptativa a tumores. Se 




ratones, los cuales habían sido vacunados previamente frente a esta misma línea. Los 
ratones wt no desarrollaban tumores tras el tratamiento; sin embargo, un 70% de los 
ratones deficientes simultáneamente para Gadd45b y Gadd45g desarrollan tumores (Ju 
et al. 2009). También, se ha descrito su implicación en la diferenciación neuronal en 
Xenopus (Kaufmann et al. 2011), y es una diana directa de Ascl1, que es un factor de 
transcripción clave en la programación genética responsable de la diferenciación 
neuronal (Huang et al. 2010). Además, Gadd45g ha sido relacionado con la evolución del 
cerebro humando tras observarse que la pérdida de un elemento regulador de la 
expresión de Gadd45g podría haber propiciado el crecimiento del mismo y permitir la 
evolución humana. Este elemento perdido constituye una diferencia clave entre los 
primates superiores y los humanos (McLean et al. 2011). 
Finalmente, Gadd45g está implicado en procesos de demetilación del ADN. Se ha 
observado que la familia Gadd45 forma parte de un complejo junto a una deaminasa y 
una glicosilasa implicadas en procesos de demetilación en el pez cebra, Danio rerio (Rai 
et al. 2008). Esta función de demetilación podría estar asociada a la capacidad de la 
familia Gadd45 de participar en los procesos de reparación de ADN y, en el caso de 
Gadd45g, además, podría estar vinculado a su capacidad para unirse directamente al 
ARN o ADN como se deduce de la familia de proteínas ribosomales a la que pertenece 
(Dengke K. Ma 2009). 
Teniendo en cuenta lo mencionado y las controversias descritas, es importante 
estudiar en mayor profundidad y extensivamente el papel de Gadd45g en el sistema 
inmunitario así como en su posible implicación en la vigilancia de tumores y en la 
supresión de tumores. 
1.3.  El sistema inmunitario. 
El sistema inmunitario defiende al hospedador de agentes infecciosos como virus, 
parásitos, bacterias y hongos. La inmunidad innata sirve como primera línea de 
defensa pero carece de la capacidad para reconocer determinados patógenos y para 
generar la inmunidad específica que permite prevenir la reinfección. La inmunidad 
adaptativa se basa en la selección clonal de un repertorio de linfocitos que llevan en su 




permite al sistema inmunitario reconocer cualquier antígeno foráneo. En la respuesta 
inmunitaria adaptativa, linfocitos específicos del antígeno proliferan y se diferencian a 
células efectoras capaces de eliminar el patógeno.  
El sistema de defensa del hospedador requiere distintos sistemas de 
reconocimiento y una gran variedad de mecanismos efectores para encontrar y 
destruir la gran diversidad de patógenos en sus hábitats dentro del cuerpo y en su 
superficie. La inmunidad adaptativa, no solo es capaz de eliminar el patógeno, además, 
es capaz de generar un gran número de linfocitos de memoria diferenciados a través 
de la selección clonal. Esto conduce a una respuesta más rápida y efectiva a la 
reinfección. La regulación de la respuesta inmunitaria, bien para suprimirla cuando no 
es necesaria, o bien para estimularla en la prevención de enfermedades infecciosas, es 
un proceso muy importante que permite al sistema inmunitario eliminar los patógenos 
evitando una reacción contra el propio hospedador. 
1.3.1. Desarrollo de los linfocitos T.  
La médula ósea suministra un aporte constante de progenitores linfoides que 
permiten el desarrollo de linfocitos T (LT) en el timo. Las subpoblaciones de linfocitos 
que se generan en el timo son linfocitos T αβ, CD8 o CD4, linfocitos T γδ, células NKT y 
células T reguladoras. En el timo, los LT pasan por una serie de etapas que permiten la 
generación de un amplio repertorio de receptores de reconocimiento de antígeno de 
células T (TCR) y aseguran la tolerancia de estos contra el propio organismo. Además, 
en el timo, también se generan los LT reguladores naturales que permiten controlar la 
respuesta inmunitaria en la periferia. 
Los precursores tímicos llegan a la zona subcapsular, situada en la zona más 
superficial del timo. En este momento no expresan ningún correceptor y son llamados 
células dobles negativas (DN). Esta fase se subdivide en cuatro (DN1-4) en función de 
la expresión, entre otros, de los marcadores CD44 y CD25. Las células DN1 (CD44+, 
CD25-) proliferan y dan lugar a las células DN2 (CD44+, CD25+), sobre esta población 
comienza la reorganización de las cadenas γ, δ y β del TCR. De esta población surgen 
los LT γδ, que tienen funciones importantes en la defensa de la piel y las mucosas. Las 




(CD44-, CD25+) en el que también expresan una cadena pre-α formando el pre-TCR. 
Este pre-TCR es capaz de señalizar independientemente de antígeno. Esto permite 
realizar un punto de control sobre los linfocitos conocido como selección β, de modo 
que solo aquellas células que hayan reordenado correctamente la cadena β y son 
capaces de transmitir la señal a través del pre-TCR continúan desarrollándose dando 
lugar a las células DN4 (CD44-, CD25-). Estas células pasan a ser dobles positivas (DP) 
pasando por una fase intermedia como ISP (células inmaduras simples positivas). Estas 
células DP presentan en su superficie un TCR funcional y correceptores CD4 y CD8 y 
pasan por otro proceso de control (Figura I2). 
Para que una célula DP pase a ser simple positiva (SP), debe reconocer un péptido 
unido al llamado complejo mayor de histocompatibilidad (pMHC) de clase I o II. El 90% 
de las células incapaces de unirse correctamente a un pMHC mueren por falta de 
estimulación, proceso conocido como muerte por negligencia. Las células que son 
capaces de unirse al pMHC correctamente y con una intensidad de señal moderada 
son seleccionados positivamente y pasan a ser células SP, CD4+ o CD8+ (Figura I2). Las 
células cuyo TCR tiene demasiada afinidad por el pMHC son eliminadas por selección 
negativa (de este modo se eliminan las células autorreactivas). Durante la fase de DP 
también se da lugar a las células reguladoras naturales que expresan el gen Foxp3 y se 
encargan de las regulación de la respuesta periférica de linfocitos autorreactivos que 
hayan podido escapar a la selección tímica (Ashton-Rickardt et al. 1994) (Eichmann 1995) (Klein et al. 
2009) (Carpenter et al. 2010). 
 
Figura I2. Desarrollo de linfocitos en el timo. Los linfocitos DN pasan por varias fases en las que 
expresan diferentes marcadores de superficie. En el paso de DN3 a DN4 se produce la selección de la 
cadena beta del TCR. Cuando pasan a ser DP ya tienen un TCR con las dos cadenas que lo componen y 




1.3.2. Respuesta inmunitaria. 
Una vez que el linfocito T se ha desarrollado correctamente en el timo, pasa a la 
periferia donde circula continuamente por los distintos órganos linfáticos secundarios 
hasta que su TCR reconoce un antígeno presentado por una célula presentadora de 
antígeno (APC) mediante el MHC de clase I o II. Esta unión provoca la activación del 
linfocito T a través del TCR (Figura I3) (Appleman et al. 2003).  
 
Figura I3. Representación esquemática de la señalización del TCR en células T CD4+. La interacción 
entre el TCR y el complejo MHC-péptido activa Lck (unida al correceptor CD4) que fosforila los motivos 
ITAM de las cadenas del complejo CD3ζ. A continuación, ZAP70 es reclutada y fosforilada por Lck, a su 
vez ZAP70 inicia la activación de distintas proteínas que culmina con la movilización de calcio, la 
activación de Ras y la ruta de las MAPK, así como la activación de distintos factores de transcripción 
(NFAT, NFκB, Jun y Fos, entre otros). 
 
Cuando el LT reconoce el antígeno se diferencia a una célula efectora, aumentando 
su expresión de CD69 (Sancho et al. 2005), proteína tipo lectina implicada en la migración 




receptor de IL-2, conocido como CD25 (Malek 2008), dando lugar a la producción de 
grandes cantidades de IL-2 necesarias para la activación autrocrina de las mismas 
células que resulta en un aumento de su proliferación. 
Durante la proliferación de los LT activados, se da lugar a dos tipos celulares: células 
efectoras, que desaparecerán una vez el patógeno haya sido eliminado, y células de 
memoria, que permanecerán circulando por el organismo a la espera de una nueva 
infección. Las células de memoria en los modelos murinos se caracterizan por la 
expresión de ciertas moléculas de adhesión como CD62L (L-selectina), necesaria para 
la recirculación y la entrada en los nódulos linfáticos, y CD44 (receptor de ácido 
hialurónico), implicada en el reclutamiento de los LT a la zona de inflamación. Las 
células naïve, que son células que nunca se han encontrado con su antígeno, expresan 
preferentemente CD62L y bajos niveles de CD44 mientras que las células de memoria 
expresan niveles bajos de CD62L y altos de CD44 (Dutton et al. 1998). 
Cuando el patógeno es eliminado es necesario que la respuesta inmunitaria finalice. 
Esto se lleva a cabo con la llamada muerte inducida por activación (AICD) que 
corresponde con el proceso de contracción de la respuesta inmunitaria (Romagnani 2006). 
1.3.3. Células Th1, Th2 y Th17 en la respuesta inmunitaria. 
Existe una gran complejidad dentro de los tipos celulares efectores que pueden 
observarse dentro de las células CD4. Estos tipos celulares juegan distintos papeles en 
la inmunidad adaptativa, desde la eliminación de patógenos y el control de la 
autoinmunidad hasta la homeostasis del sistema inmunitario y la respuesta frente a 
tumores. Hasta el momento se han descrito siete grupos: Th1, Th2, Treg, Th17, Th9, 





Figura I4. Desarrollo y función de los distintos tipos de células T CD4. Las células T naïve CD4 
pueden diferenciarse a células Th1, Th2, Treg, Th17, Th9, Th22 y Th foliculares (Tfh), después de ser 
estimuladas por un antígeno presentado por una APC y las citoquinas presentes en el ambiente. Estos 
tipos de CD4 producen distintas citoquinas que contribuyen a la inmunidad adaptativa, incluyendo la 
eliminación de patógenos, control de la autoinmunidad, homeostasis y la repuesta contra tumores. 
(Modificado de (Jiang et al. 2013)). 
 
− Th1 
La diferenciación de los LT hacía células T helper de tipo I (Th1) se debe a la 
presencia de IL-12 e interferón γ (IFNγ) en el ambiente (Trinchieri et al. 2003), y es originada 
para la combatir infecciones intracelulares. IL-12 es secretada por las APCs tras su 




producir IFNγ (Iwasaki et al. 2004). Las células Th1 están asociadas con enfermedades 
autoinmunes específicas de órgano como psoriasis o enfermedad de Crohn (Del Prete 
1992) (Liblau et al. 1995). Producen principalmente IFNγ, linfotoxina α (Lfα) e IL-2. El IFNγ es 
esencial para la activación de fagocitos mononucleares, incluyendo macrófagos y 
células de la microglía. La IL-2 promueve la proliferación de las células CD8 y fomenta 
su actividad citolítica (Gattinoni et al. 2005). La IL-2 también promueve la generación de 
célula CD8 de memoria y las células reguladoras inducidas (iTreg) que la necesitan para 
su supervivencia y activación. 
− Th2 
Las citoquinas IL-4 e IL-2 son claves en la diferenciación a Th2. Las células Th2 
participan en la respuesta a parásitos extracelulares, incluyendo helmintos, y juegan 
un papel principal en la inducción y persistencia del asma, además de otras 
enfermedades alérgicas (Del Prete 1992) (Sokol et al. 2009). Las principales citoquinas que 
producen son IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-10. IL-4 es una de las citoquinas más 
importantes en inflamación. Está involucrada en el cambio de clase de las 
inmunoglobulinas a IgE, en la degranulación de las células y en la liberación de 
histamina, responsable de la hipersensibilidad inmediata y alérgica y serotonina, que 
regula la secreción de hormonas y el funcionamiento vascular(revisado en (Luckheeram et 
al. 2012)). 
− Th17 
Las principales citoquinas involucradas en la diferenciación a Th17 son la IL-6, IL-21, 
IL-23 y TGF-β. 
Las células Th17 son las responsables de la respuesta a bacterias y hongos 
extracelulares. Producen IL-17A, IL-17B, IL-21 e IL-22. La señalización de IL-17 induce 
citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-6, IL-1, TNFα y quimioquinas 
proinflamatorias que aseguran la atracción de células inflamatorias al lugar de 
inflamación (Moseley et al. 2003). También están implicadas en la generación de 







Fueron descritas en 1995 (Sakaguchi et al. 1995) como una población de células T CD4 
que expresaban la cadena α del receptor de IL-2 (CD25). Representan el 5-10% de las 
células CD4 y se encargan de suprimir la activación del sistema inmunitario, 
manteniendo la homeostasis de este sistema y favoreciendo la tolerancia hacia 
autoantígenos. Están involucradas en la prevención de enfermedades autoinmunes 
espontáneas. Más tarde, se descubrió el factor de transcripción Foxp3 como el 
principal regulador del desarrollo y función de las células Treg (Chen et al. 2003). De este 
modo se estableció un linaje celular independiente para las células CD4+Foxp3+.La 
mayoría de las células Treg que se encuentran en sangre se originan en el timo y se las 
conoce como células Treg naturales. Las células T reguladoras inducibles se diferencian 
a partir de CD4+CD25− tras la presentación del antígeno por células dendríticas 
inmaduras en presencia de citoquinas como IL-10. También, hay otras células T CD4+ 
reguladoras inducibles que se originan en tejidos periféricos (Tr1), no expresan Foxp3 
(Passerini et al. 2011). Se localizan en tejidos inflamados y realizan su función supresora de 
una forma no dependiente del antígeno, a través de citoquinas supresoras como IL-10, 
mientras que las Treg se sitúan en los órganos linfoides periféricos y parecen actuar de 
forma específica de antígeno a través de señales dependientes del contacto celular y 




2. Desarrollo embrionario. 
Dentro de los diferentes procesos del desarrollo embrionario, en este estudio nos 
centramos en la determinación del sexo. 
2.1. La familia Gadd45 en el desarrollo embrionario. 
Se conoce muy poco sobre la función de Gadd45 durante el desarrollo embrionario, 
de hecho los fenotipos desarrollados por los ratones deficientes en genes de la familia 
Gadd45 son poco aparentes y es necesario incluir aquí referencias a otros modelos 
animales además del de ratón para poder compilar suficiente información relevante. 
Así, se sabe que ratones deficientes en Gadd45a presentan una exencefalia leve 
(Hollander et al. 1999). En el pez cebra, Gadd45b1 y Gadd45b2 son necesarios para la 
segmentación de los somitos (Kawahara et al. 2005). En el pez medaka (Oryzias latipes) y en 
Xenopus laevis, Gadd45g se expresa en precursores neuronales primarios y participa 
en la regulación del ciclo celular permitiendo la salida del ciclo celular y la 
diferenciación (Candal et al. 2004) (de la Calle-Mustienes et al. 2002). 
Recientemente, se ha descrito la expresión de los tres miembros de la familia 
Gadd45 en embriones de ratón de entre 6.5 días post coitum (dpc) y 10.5 dpc (Kaufmann 
et al. 2011). Este estudio muestra que Gadd45a se expresa de manera importante en la 
parte final del cierre del tubo neural, en la cadena de ganglios craneal y dorsal y en los 
somitos. Gadd45b se expresa fuertemente en el corion, pero dentro del embrión 
propiamente dicho se expresa débilmente en los somitos y en los primordios de las 
extremidades. La expresión de Gadd45g en ratones refleja su expresión en Xenopus y 
pez medaka en precursores primarios de neuronas y en neuronas post-mitóticas, lo 
que indica una función conservada de Gadd45g en la neurogénesis en vertebrados. 
También se observa una expresión leve de Gadd45g en los surcos genitales. 
A pesar de estos estudios, no se ha encontrado hasta el momento una función clave 






2.2. Determinación del sexo. 
Los mecanismos que regulan la determinación del sexo se pueden clasificar en dos 
grupos: ambientales y genéticos. Los primeros se caracterizan por la presencia de una 
señal ambiental que determina el desarrollo sexual del individuo. Por ejemplo, en 
numerosas especies de reptiles, el sexo está determinado por la temperatura de 
incubación de los huevos. Así, en la especie de tortuga Trachemys scripta (tortuga 
pintada) una temperatura de incubación superior a 30ºC origina una descendencia 
femenina. La temperatura no es el único factor ambiental que puede condicionar la 
determinación sexual. Se ha descrito que tanto el pH del medio (J.-F. Baroillera 1999), la 
densidad poblacional (Munday et al. 2006) o la presencia o ausencia de determinadas 
bacterias (Beukeboom 2012) son factores claves en la determinación sexual. 
 Por otro lado, existen mecanismos genéticos de determinación sexual que originan 
las características fenotípicas diferenciales de cada sexo (Gilbert 2000). Uno de los 
primeros mecanismos descritos fue el de la mosca de la fruta Drosophila 
melanogaster. En este caso, la relación entre el número de cromosomas X y de 
complementos autosómicos determina el sexo. De modo que si la relación entre 
autosomas y cromosomas X es igual a 0,5 se originará una hembra, mientras que si la 
relación es igual a 1 se generará un macho (Bridges 1925). Cuando se descubrieron por 
primera vez los cromosomas humanos X e Y por Painter y colaboradores en 1923, se 
pensaba que el sexo estaría determinado por la dosis de cromosomas X 
independientemente de la presencia del cromosoma Y. Sin embargo, la descripción de 
una mujer 45XO, con síndrome de Turner (Ford et al. 1959) y un hombre 47XXY con 
síndrome de Klinefelter (Jacobs et al. 1959) demostraron por un lado, que no era necesaria 
una doble dosis del cromosoma X para el desarrollo femenino y por otro lado, que se 
puede originar un desarrollo masculino con una doble dosis del cromosoma X. 
Además, independientemente de la dosis del cromosoma X, la presencia del 
cromosoma Y se consideró clave para el desarrollo masculino. En mamíferos, las 
hembras tienen dos cromosomas X y los machos portan un cromosoma X y un 
cromosoma Y. Las hembras solo pueden producir un tipo de gametos que contienen el 
cromosoma X, mientras que los machos pueden generar dos tipos de gametos (la 




óvulo recibe otro cromosoma X del gameto masculino, el individuo resultante será XX, 
desarrollará ovarios y será hembra. Si el óvulo recibe un cromosoma Y el individuo será 
XY, desarrollará testículos y será macho. 
Aunque en la década de los sesenta ya se sabía que el determinismo masculino 
estaba condicionado a la presencia del cromosoma Y, no se conocía el locus 
responsable del mismo. Por ello, se asignó el nombre de testis determination factor  
(TDF) en humanos (sex-determining region Y (Tdy) en ratón) al gen candidato a ser 
responsable del desarrollo de testículos. Mediante la generación de diversos mapas de 
deleción (descripción de cromosomas en base a la presencia de mutaciones puntuales 
que sirven como marcadores de regiones específicas del mismo) se observó que “este 
locus determinante de sexo” debía estar próximo al límite con la región 
pseudoautosómica en el cromosoma Y (Guellaen et al. 1984) (Palmer et al. 1989). Finalmente, fue 
el análisis del ADN de los hombres XX y mujeres XY (en los que el sexo cromosómico no 
coincide con el fenotípico) el que permitió a Sinclair y colaboradores la identificación 
del TDF en una secuencia conservada en el cromosoma Y que se correspondía con el 
gen SRY (sex-determining region on the Y chromosome). Igualmente, en el genoma de 
ratón se identificó el gen homólogo Sry y de hecho, su deleción originó una línea de 
ratones hembras XY (Gubbay et al. 1990). Adicionalmente, Koopman y colaboradores 
(Koopman et al. 1991) obtuvieron ratones transgénicos XX con fenotipo masculino tras 
insertar en un autosoma un fragmento de secuencia de 14 kilobases que contenía el 
gen Sry. Estos experimentos demostraron que SRY y TDF eran la misma entidad 
responsable del desarrollo testicular. 
2.3. Desarrollo de la gónada en mamíferos. 
El desarrollo gonadal es un proceso excepcional en el que se pueden originar dos 
estructuras completamente distintas a partir de un mismo primordio indiferenciado. 
Este proceso está bien conservado en mamíferos, por ello, aunque existen ciertas 
variaciones, centraremos su explicación en ratón. 
El desarrollo de las gónadas se produce en dos fases: primera, caracterizada por la 




caracterizada por la diferenciación hacia un testículo o a un ovario que condicionara el 
fenotipo masculino o femenino del individuo. 
2.3.1. Establecimiento de la gónada indiferenciada. 
En el embrión de ratón, la gónada indiferenciada se genera a partir del mesodermo 
intermedio y se divide en tres regiones compuestas por: a) el pronefros, en la parte 
anterior que contiene el primordio de la glándula adrenal; b) el mesonefros, en la zona 
central donde aparece el surco genital y, c) el metanefros, en la parte posterior que 
dará lugar al riñón (Ver Figura I5). 
El primordio gonadal aparece como un engrosamiento en la superficie ventrolateral 
del mesonefros sobre 9.5 dpc, Este engrosamiento se debe a la proliferación de células 
del epitelio celómico y de células del interior del mesonefros. Desde los estadios 
iniciales del desarrollo de la gónada, pueden observarse los tubos mesonéfricos, 
aunque aún no se conoce una función específica para ellos (Karl et al. 1995).  
 
 
Figura I5. Estructura del sistema urogenital. Esquema del sistema urogenital del ratón a 10.5 dpc. 
Las estructuras epiteliales se muestran en rojo, las estructuras mesenquimales se muestran en azul y la 
zona rayada se corresponde con el surco genital (SG). (CW) conducto de Wolff, (TM) túbulos 
mesonéfricos, (CM) conducto de Müller, (PM) células peritubulares mioides, (EC) epitelio celómico. 





La gónada indiferenciada está compuesta por células precursoras bipotenciales que 
pueden seguir dos destinos dependiendo del ambiente masculino o femenino en el 
que se encuentren. Entre estos precursores bipotenciales están: a) las células 
germinales primordiales que pueden iniciar la ruta espermatogénica o la oogénica, b) 
las células sostén que originan las células de Sertoli en el macho y las células foliculares 
en la hembra y c) las células esteroidogénicas que producen las hormonas esteroideas 
dando lugar a las células de Leydig en machos y a las células de la teca en hembras. 
2.3.2. Las células germinales primordiales. 
Las células germinales primordiales (PGCs) migran desde el alantoides en la parte 
final posterior de la línea primitiva hasta el surco genital (ver Figura I6), a dónde llegan 
entre los días 10-11 dpc después de haber proliferado en el trayecto (Leitch et al. 2013).  
 
 
Figura I6. Origen y migración de las células germinales primordiales (PGCs). Las PGCs migran desde 
la base del alantoides en la parte final posterior de la línea primitiva, llegando al surco genital alrededor 
de 11.5 dpc. (Modificado de (Wilhelm et al. 2007)) 
 
Una vez dentro del surco genital, las células germinales pierden la movilidad y 
comienzan a agregarse. Continúan dividiéndose dentro de la gónada indiferenciada 
hasta 13 dpc, donde las células germinales pueden ser incluidas dentro de los 




machos, o bien la proliferación continúa por un tiempo hasta que entran en meiosis a 
13.5 dpc en las hembras. 
Por tanto, las PGCs, tienen el potencial de desarrollarse como oocitos meióticos, 
pasando por la primera profase meiótica y quedando en arresto en la fase de 
diploteno justo después del nacimiento, o como proespermatogonia, en arresto 
mitótico hasta unos pocos días antes del nacimiento, cuando se reinicia la proliferación 
(Hilscher et al. 1974) (McLaren et al. 1984). Este cambio en el desarrollo, que tiene lugar a 13.5 
dpc, se debe al sexo de las células somáticas en la gónada, en lugar de al sexo 
cromosómico de las PGCs (Palmer et al. 1991) (Ford et al. 1975). 
2.4. Diferenciación de los testículos. 
Los testículos se desarrollan a partir del surco genital debido a la expresión del gen 
Sry en las células precursoras somáticas que darán lugar a las células de Sertoli, las 
células encargadas de dirigir el desarrollo testicular. En este apartado se hablará de las 
células de Sertoli y las células de Leydig (productoras de hormonas que determinaran 
las características secundarias del individuo). Otros tipos celulares presentes en el 
testículo son: las células germinales y las células mioides peritubulares. 
2.4.1. Células de Sertoli. 
Las células de Sertoli son células somáticas que se asocian con las células 
germinales y les ayudan a desarrollarse para formar el esperma. Son las primeras 
células que se diferencian de los precursores bipotenciales y por tanto son el primer 
indicador de que la gónada ha pasado de la fase indiferenciada a la fase de desarrollo 
de testículos. Estudios de hibridación in situ (Koopman et al. 1990) han demostrado que Sry 
se expresa en la gónada a 11.5 dpc y que su expresión está asociada con las células 
somáticas del surco genital y no con las células germinales (Rossi et al. 1993). La expresión 
de Sry está restringida a células de pre-Sertoli, que tras expresar Sry comienzan a 
expresar inmediatamente Sox9, que es un marcador de las células de Sertoli (Wilhelm et al. 
2005). Además de las células que autónomamente se diferencian a células de Sertoli, 
también existe una acción paracrina en la que las células que se están diferenciando a 
células de Sertoli producen prostaglandina D2 que recluta células que no expresan Sry 




suficiente de estas células para asegurar la diferenciación testicular (Wilhelm et al. 2007) 
(Palmer et al. 1991). La diferenciación de células de pre-Sertoli a células de Sertoli está 
marcada por la polarización de las células para formar los cordones testiculares (Figura 
I7). Para garantizar el desarrollo testicular es necesario alcanzar un número mínimo de 
células de Sertoli (Palmer et al. 1991). En paralelo a la diferenciación de las células de 
Sertoli, la gónada aumenta de tamaño debido a la proliferación y llegada de células del 
mesonefros. Este proceso ocurre solo en machos tras el inicio de la expresión de Sry 
(Lizotte et al. 2002) (Schmahl et al. 2000) (Capel et al. 1999). Estas células dan lugar a las células 
mioides peritubulares (se sitúan rodeando las células de Sertoli en los cordones 
testiculares), a células endoteliales (que dan lugar a la vasculatura) y a parte de las 
células de Leydig. 
En torno a 12.5 dpc, las células de Sertoli comienzan a producir la hormona anti-
Mülleriana (AMH) que inhibe el desarrollo de los conductos de Müller, que son los 
precursores de los órganos sexuales femeninos (oviducto, útero y parte superior de la 
vagina) (Munsterberg et al. 1991). 
 
Figura I7. Distribución de los diferentes tipos celulares en una gónada masculina. La gónada se 
organiza en cordones testiculares en los que las células mioides peritubulares (PM) se localizan 
rodeando una monocapa de células de Sertoli y las PGCs. En los intersticios se encuentran las células de 
Leydig productoras de andrógenos. (Modificado de (Wilhelm et al. 2007)) 
 
2.4.2. Células de Leydig. 
Hay dos poblaciones de células de Leydig: las células de Leydig fetales, que están 




nacimiento, y las células de Leydig adultas, que surgen durante la pubertad (Hardy et al. 
1991).  
Las células de Leydig fetales producen hormonas para la masculinización del 
embrión, incluyendo la diferenciación de los conductos de Wolff, el descenso de los 
testículos, la masculinización de los genitales externos y el dimorfismo sexual del 
cerebro. La producción de testosterona por las células fetales empieza alrededor de 
12.5-13 dpc y alcanza un pico antes del nacimiento (Gondos et al. 1980). Los andrógenos 
secretados inducen la formación de los genitales internos masculinos a partir de los 
conductos de Wolff que consisten en el epidídimo, vasos deferentes y vesículas 
seminales. 
2.4.3. Formación de los cordones testiculares. 
La formación de los cordones es un evento clave en el desarrollo de los testículos y 
para que esto tenga lugar se requiere la migración de células desde el mesonefros 
(Brennan et al. 2004). La formación de los cordones se debe a la reorganización de las 
células de Sertoli entorno a las PGCs, ambas, a su vez rodeadas por las células 
peritubulares mioides. Esto permite aislar a las células creando el ambiente necesario 
para el correcto desarrollo del esperma (Hadley et al. 1985). Experimentos en los que se 
bloqueó la migración de células del mesonefros demostraron que su ausencia no 
afecta a la diferenciación de las células de Sertoli pero sí la formación de cordones y la 
vascularización. La alteración del patrón de vascularización sugiere que la población 
que migra está formada mayoritariamente por células endoteliales (Tilmann et al. 1999). 
Experimentos en los que se cultivaron gónadas que normalmente formaban ovotestis 
mostraron que la migración estaba ausente en las zonas ováricas y restringida a las 
zonas donde se formaban los cordones testiculares. La migración coincide con la 
formación de la vasculatura del testículo, que a su vez favorece la partición de la 
gónada y distribución en los cordones testiculares (Brennan et al. 2002). 
2.5. Diferenciación del ovario. 
El ovario tiene dos funciones principales: la producción de hormonas esteroideas y 
la generación de oocitos maduros capaces de ser fertilizados y dar lugar a un embrión. 




de células granulosas y células de la teca. Los folículos comienzan su diferenciación 
después del nacimiento. En las hembras, a diferencia de los machos en los que la 
diferenciación comienza de manera abrupta con la expresión de Sry, la gónada fetal 
parece estar inerte durante varios días. De hecho, no se observa ningún cambio 
morfológico hasta los 13.5 dpc. Sin embargo (ver Figura I8), se detecta una expresión 
específica de genes desde 11.5 dpc (Nef et al. 2005). A partir de 13.5 dpc las células 
germinales comienzan la meiosis en el extremo anterior de la gónada y esto provoca 
una reestructuración del ovario que da lugar a la foliculogénesis. Los oocitos se 
desarrollan como quistes interconectados por puentes citoplasmáticos (Pepling et al. 1998). 
Se produce gran vascularización del tejido y estos vasos marcan filas de células 
germinales, también conocidas como cordones ováricos. 
 
Figura I8. Desarrollo y diferenciación ovárica y folicular. Los oocitos se muestran en rojo, las células de 
pregranulosa en azul, las células esteroidogénicas tecales en verde y el fluido antral en amarillo 
(modificado de (Wilhelm D 2007)). 
 
Durante los tres primeros días después del nacimiento, se origina una rápida 
reorganización del ovario. Los puentes intercelulares entre los oocitos se rompen y los 




folículos primordiales son aislados del resto por una membrana basal alrededor de las 
células pregranulosas. Al mismo tiempo, el ovario se reorganiza en compartimentos: el 
córtex (donde residen los folículos primordiales) y la médula. Durante la formación de 
los folículos primarios muchos oocitos mueren por apoptosis (Felici et al. 1999). Esta 
muerte masiva limita el número de folículos primordiales. La proliferación de las 
células germinales en las hembras solo ocurre durante la embriogénesis, a diferencia 
de los machos en los que la proliferación de las células germinales es continua (Borum 
1967). Durante la formación de los folículos primarios, las células pregranulosas se 
vuelven cuboidales y comienzan a proliferar, el oocito crece de tamaño, produce la 
zona pelúcida (una matriz extracelular de glicoproteínas depositada entre el oocito y 
las células granulosas) y el folículo es rodeado por células tecales. Otros folículos 
primordiales permanecen quiescentes de manera que hay una producción continua de 
folículos preovulatorios y folículos en distintos estadios (primordial, primario, 
transitorio, secundario y antral) en cualquier momento.  
2.6. Genes implicados en la determinación del sexo. 
2.6.1. Sry. 
El gen Sry (sex-determining region on the Y chromosome) está localizado en el brazo 
corto del cromosoma Y. La región codificante consta de un único exón de 887 pares de 
bases (bp) en humanos (que codifica para una proteína de 204 aminoácidos, aa) y 1188 
bp en ratón (proteína de 395 aa).  
La proteína SRY pertenece a la familia HMG (high mobility group box) de proteínas 
nucleares caracterizadas por poseer un dominio de unión a ADN. En el caso de SRY, la 
unión a ADN es dependiente de la secuencia (mientras que otras proteínas de la 
familia, como HMG-1 y HMG-2, se unen a ADN de forma secuencia-independiente). 
Además, a ambos lados del dominio HMG existen secuencias que constituyen señales 
de localización nuclear. Se han descrito casos de reversión del sexo por mutaciones en 
cada uno de los dominios de localización nuclear, por lo que ambos son necesarios 
para alcanzar los niveles de SRY en el núcleo (Kaur et al. 2010). En cuanto a interacciones 
con otras proteínas, se ha descrito que SRY se une por el dominio C-terminal a 




sabe que son regulados por SRY. La principal diana caracterizada es Sox9, cuya 
expresión es inducida por la unión de SRY y SF1 a la región reguladora del mismo (Sekido 
et al. 2008). Otra diana es la cerebelina 4 (Cbln4) (Bradford et al. 2009). Además se ha descrito 
que Sry podría actuar reprimiendo un regulador negativo de la determinación 
masculina del sexo (McElreavey et al. 1993). 
SRY regula la expresión de genes uniéndose al surco menor del ADN y provocando 
en él una curvatura brusca de 60-85º (ver Figura I9). El análisis bioquímico de la 
proteína SRY en humanos XY con reversión del sexo reveló que la función específica de 
SRY es la de inducir curvatura en el ADN (Harley et al. 1992) (Pontiggia et al. 1994). Muchas de las 
mutaciones encontradas en SRY que causan reversión del sexo están situadas en el 
dominio HMG de unión a ADN. 
 
Figura I9. Mecanismo de acción de Sry sobre el ADN. La unión de Sry a una secuencia específica en 
el ADN induce un giro en este que permite la transcripción de Sox9. (Kashimada et al. 2010) 
 
En ratón la expresión de Sry durante la gonadogénesis está estrictamente regulada 
y sigue un patrón consistente en forma de ola. Experimentos de hibridación in situ e 
inmunofluorescencia han revelado que la expresión de ARNm y de la proteína de SRY 
comienza a 10.5 dpc en el centro de los surcos genitales XY, abarca toda la gónada y 




forma anteroposterior quedando las últimas células positivas en el polo caudal (Taketo et 
al. 2005). La expresión de Sry solo es efectiva si se inicia durante un período muy 
restringido de tiempo, como quedó demostrado en los ratones portadores del llamado 
“alelo débil de Sry” (reversión del sexo B6-Ypos (Eicher et al. 1995)). En estos ratones, la 
expresión de SRY empieza unas horas más tarde y el resultado es la formación de 
ovotestis (Bullejos et al. 2005) (Hiramatsu et al. 2009). No solo el tiempo de inicio de la expresión 
de Sry es crítico para su función sino también el nivel de expresión que alcanza. Así, 
para inducir el desarrollo de testículos es necesario alcanzar un determinado umbral 
mínimo de expresión de Sry (Nagamine et al. 1999). En contraste con la importancia crítica 
del tiempo de inicio, la duración en el tiempo de la expresión de Sry parece ser 
irrelevante y varía entre especies. Por ejemplo, en humanos, cabras y wallabies, la 
expresión se observa más a allá del nacimiento (Hanley et al. 2000). 
A pesar de su importancia en la determinación del sexo, se sabe poco de la 
regulación de la expresión de Sry. Las regiones que flanquean el gen están poco 
conservadas entre los mamíferos. Aunque a 5´ de Sry se han encontrado fragmentos 
de secuencia conservados entre humanos, bóvidos, cerdos y cabras (Ross et al. 2008), la 
relevancia funcional de estas regiones no ha sido determinada. A pesar de esto, varios 
proteínas han sido implicados en la regulación de la expresión de Sry, como: WT1 
(+KTS) (Barbaux et al. 1997) (Guo et al. 2002), CBX2 (Katoh-Fukui et al. 2011), GATA4/FOG2 (Tevosian et al. 
2002), MAP3K4 (Bogani et al. 2009), IR, IRR e IGF1R (Nef et al. 2003) (Biason-Lauber 2010). Ratones 
deficientes en estas proteínas muestran una expresión reducida de SRY, y resultan en 
una reversión de sexo XY. No queda claro, en la mayoría de los casos, si la pérdida de 
estas proteínas origina una reducción en los niveles de expresión de Sry por célula o si 
disminuye el número total de células que lo expresan. Tampoco se conoce en detalle 
como la ausencia de estas proteínas afecta a la expresión de Sry. Así, FOG2 (friend of 
GATA2) está relacionado más con la represión que con la activación de genes diana de 
GATA4, tales como la hormona anti-Mülleriana (Amh) y α-inhibina (Robert et al. 2002). 
CBX2, MAP3K4 y los receptores de insulina no son factores de transcripción y no se 
sabe cómo ejercen su influencia sobre Sry. La reducción de WT1 (+KTS) en humanos 
produce una reversión del sexo XY, acompañada de una condición conocida como 




juega un papel en la regulación de Sry en células individuales del linaje de las células de 
Sertoli (Bradford et al. 2009), pero no se conoce si Sry es una diana directa o indirecta de 
WT1.  
En resumen, la regulación de los niveles y el comienzo de la expresión de Sry es 
crítico para la diferenciación de las células de Sertoli y por tanto para el desarrollo de 
testículos. Sin embargo, los mecanismos responsables de esta regulación no son del 
todo conocidos. 
2.6.2. Sox9. 
Sox9 es el principal gen diana de Sry. Es un factor de transcripción que pertenece a 
la familia Sox [SRY (sex-determining region on the Y chromosome)-related HMG-box], al 
igual que Sry, e interacciona con el ADN a través de su dominio HMG (Sudbeck et al. 1996). 
Se localiza en el cromosoma 17 en humanos y en el 11 en ratones. El gen Sox9 abarca 
tres exones que dan lugar a una proteína de 509 aa en humanos y 507 aa en ratones. 
Inicialmente Sox9 se expresa tanto en gónadas XX como XY, sin embargo solo en las 
gónadas XY la expresión de Sox9 se induce fuertemente en las células de pre-Sertoli, 
inmediatamente después de la expresión de Sry para seguir un patrón de expresión 
similar a este (Sekido et al. 2004) (Bullejos et al. 2005). La región 5´no traducida reguladora de 
transcripción de Sox9 se extiende más de 1 Mb (Sekido et al. 2009) (Sekido et al. 2008). Entre las 
secuencias reguladoras localizadas se ha descrito un enhancer a 13 kb del sitio de inicio 
de transcripción al que se ha denominado TES (testis-specific enhancer of Sox9). 
Dentro de esta secuencia se ha encontrado un motivo muy conservado entre ratón, 
rata, perro y humano (TESCO) (Sekido et al. 2008). La expresión de Sox9 es dependiente de 
la unión sinergística de los factores de transcripción SF1 y SRY a TESCO, como se ha 
demostrado en experimentos en ratones deficientes en estas dos proteínas, mediante 
ensayos de inmunoprecipitación de cromatina y ensayos in vitro de activación con la 
secuencia reguladora unida a un gen reportero (LacZ) (Jakob et al. 2011) (Sekido et al. 2008) 
(Barrionuevo et al. 2006). Desde el punto de vista funcional, se ha demostrado que SOX9 es el 
responsable del silenciamiento de la expresión de Sry ya que la expresión de Sry se 
mantiene en gónadas en las que o bien Sox9 se ha delecionado o bien su expresión es 




Sox9 se mantiene en las gónadas durante toda la vida después de que Sry se haya 
dejado de expresar. Esto indica que existen otros factores involucrados en el 
mantenimiento de la expresión de Sox9. De hecho, la propia proteína SOX9 es muy 
eficiente uniéndose y activando TESCO en presencia de SF1 in vitro y en concreto, se 
ha descrito una interacción directa entre estas dos proteínas para la activación del 
promotor de Amh (una de las principales dianas de Sox9) (De Santa Barbara et al. 1998). 
Además, se han descrito otras proteínas necesarias para el correcto mantenimiento de 
los niveles de expresión de Sox9 como son FGF9 (fibroblast growth factor 9) y FGFR2 
(FGF receptor 2) (Siggers et al. 2014). En ratones deficientes en estas dos últimas proteínas 
se ha descrito que aunque la expresión de SOX9 comienza de manera normal, a los 
11.5 dpc la expresión disminuye provocando una reversión del sexo (Kim et al. 2007) 
(Bagheri-Fam et al. 2008). Igualmente, en humanos se ha descrito reversión del sexo XY en 
pacientes con una deleción en la región cromosómica que contiene el gen Fgfr2 
(10q26) (Wilkie et al. 1993). Entre todas estas proteínas (Figura I10) se ha descrito la 
existencia de un bucle de retroalimentación positivo en el que SRY lleva a la activación 
de SOX9, que a su vez activa FGF9 que vía FGFR2 actúa de nuevo sobre las propias 
células de pre-Sertoli (DiNapoli et al. 2008) (Siggers et al. 2014). De este modo, se asegura que 
todas las células de sostén presentes en la gónada pasen a ser células de Sertoli y la 
formación de los cordones testiculares tenga lugar de forma coordinada (DeFalco et al. 
2009) (Hiramatsu et al. 2009). Además, existen otros bucles de retroalimentación que ayudan 
al establecimiento de las células de Sertoli, aunque de manera menos crítica. Por 
ejemplo se ha descrito: a) que Sox9 activa la trascripción de Sf1 (Shen et al. 2002); b) que 
Prostaglandina D2 promueve y a su vez es diana de Sox9 (Moniot et al. 2009); y c) que Sox8 y 
Sox10 (que pertenecen a la misma familia que Sox9) se expresan inmediatamente 
después que Sox9 en la gónada con funciones redundantes a Sox9 en el desarrollo y 
mantenimiento de las células de Sertoli (Polanco et al. 2010) (Barrionuevo et al.). Además de la 
influencia en su propia expresión, Sox9 desencadena la expresión de otros genes que 
también son necesarios para el correcto desarrollo de la gónada masculina como Amh 
(Arango et al. 1999), Vanin-1 (Wilson et al. 2005), y Ptgds (prostaglandina D sintasa) (Wilhelm et al. 2007) 




La prueba definitiva del valor crítico de Sox9 en la determinación de la gónada 
masculina está en humanos con mutaciones en Sox9 que desarrollan la enfermedad 
llamada displasia campomélica. Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de 
malformaciones esqueléticas y, en una gran proporción de pacientes, por la reversión 
del sexo de macho a hembra (Foster et al. 1994) (Wagner et al. 1994). 
2.6.3. Hormona anti-Mülleriana (AMH). 
El gen que codifica para la AMH se localiza en el cromosoma 19 en humanos y 
codifica para una proteína de 560 aa. Pertenece a la superfamilia de TGF-β y, su 
producción por parte de las células de Sertoli es responsable de la regresión de los 
conductos de Müller que en individuos XX dan lugar a las trompas de Falopio, útero y 
la parte superior de la vagina. Induce la muerte por apoptosis de las células epiteliales 
del conducto (Allard et al. 2000) (di Clemente et al. 1994) (Roberts et al. 1999). Además, parece tener 
una función minoritaria en la proliferación de las células germinales y células de 
Leydig. La ausencia de una correcta acción de la AMH lleva a la generación del 
síndrome del conducto de Müller persistente que suele estar asociado con 
criptorquidia (testículos no descendidos) y hernia inguinal. Los individuos suelen ser 
varones genotípica (46, XY) y fenotípicamente (genitales externos virilizados normales) 
aunque pueden ser infértiles debido a que los testículos no están conectados 
correctamente con los conductos excretores (Imbeaud et al. 1994). Sin embargo, estudios en 
ratones deficientes en esta hormona parecen indicar que la AMH no es esencial en el 
establecimiento de la gónada masculina y la posterior masculinización del fenotipo 
(Behringer et al. 1994). 
En humanos, alrededor del 45% de los casos del síndrome del conducto de Müller 
persistente se debe a una mutación del gen que codifica para la hormona AMH que se 
transmite de manera autosómica recesiva. 
2.7. Antagonismo entre la cascada de desarrollo masculina y la 
femenina. 
La determinación del sexo tanto masculino como femenino es un proceso activo en 




gónada se encuentra durante un tiempo en un equilibrio entre la señalización 
masculina y femenina establecido por la señalización antagonística entre WNT4 
(wingless-related MMTV integration site 4) y FGF9 (fibroblast growth factor 9) (Kim et al. 
2006). La determinación sexual se realiza favoreciendo el desequilibrio hacia una de las 
posibilidades. Este desequilibrio se mantiene reforzando una de las cascadas y 
reprimiendo la alternativa. Estas dos cascadas son antagonistas y establecen una 
regulación cruzada entre sí. Así, cuando se produce un bloqueo del desarrollo 
masculino por deficiencia en Fgf9, como resultado, el desarrollo femenino se ve 
inducido por la expresión de Wnt4 (Kim et al. 2006). Y, al contrario, cuando Wnt4 es 
eliminado, el desarrollo masculino es estimulado (Vainio et al. 1999). Este fenómeno se 
correlaciona con casos de DSD (desórdenes del desarrollo sexual) en los que la pérdida 
de WNT4 provoca la masculinización de individuos XX y su duplicación origina la 
feminización de individuos XY (Biason-Lauber et al. 2004) (Jordan et al. 2003). También se ha 
demostrado este antagonismo en estudios ex vivo. El tratamiento de gónadas XX con 
FGF9 ectópico suprime la expresión de Wnt4 e induce la de Sox9 (Kim et al. 2006). También 
se han establecido antagonismos entre Sox9/Wnt4 y Sox9/Foxl2 (Uhlenhaut et al. 2009). 
 
Figura I10. Esquema de las interacciones y antagonismos entre la cascada masculina y 
la femenina. 
 
En estudios más recientes se ha visto que el antagonismo entre el programa 
masculino y femenino, también es importante después del nacimiento. Existen 
proteínas encargadas del mantenimiento de los testículos y los ovarios, como DMRT1 




respectivamente (Schmidt et al. 2004). En humanos, la hemicigosis de DMRT1 causa 
hipogonadismo con gónadas hipoplásicas. La mutación de FOXL2 está asociada a un 
fallo ovárico prematuro en humanos y ratones (Crisponi et al. 2001, Schmidt et al. 2004, Uda et al. 
2004). Existe una regulación mutua entre DMRT1 y FOXL2 (Matson et al. 2011) (Uhlenhaut et al. 
2009). 
En la Figura I11 se muestra un esquema temporal a modo de resumen de la 
determinación sexual en ratón. Para que la determinación del sexo tenga lugar, 
primero debe establecerse la gónada indiferenciada a 10.5 dpc, a continuación la 
expresión de SRY debe de inducirse en las células somáticas de la gónada masculina en 
el momento preciso alcanzando su pico de expresión a 11.5 dpc y después 
desapareciendo a 12.5 dpc. Poco tiempo después se induce la expresión de SOX9 
alcanzando un máximo a 12.5 dpc y manteniendo su expresión postnatalmente gracias 
a una serie de bucles de retroalimentación que la refuerzan. A 12.5 dpc los cordones 
testiculares se están formando y ya son evidentes las diferencias morfológicas entre el 
testículo y el ovario. En ausencia de la expresión de SRY, se induce la formación del 





Figura I11. Esquema temporal de la determinación sexual. En gris se destaca el periodo de 
determinación del sexo. Durante este periodo se induce la expresión de las proteínas clave en la 
determinación masculina: Sry (azul oscuro) y de Sox9 (azul claro). Ante de la franja gris se representa el 
periodo indiferenciado de la gónada. Después de la expresión de SRY ya se puede distinguir 
morfológicamente el ovario o el testículo y se representan algunos de los genes claves en su desarrollo 
(modificado de (Kashimada et al. 2010)) 
 
2.8. El fondo genético en la determinación del sexo. 
Se han caracterizado diferencias en los fenotipos gonadales dependiendo de la cepa 
de ratón utilizada. Por ejemplo, la cepa C57BL/6J (BL6) es especialmente sensible a la 
reversión del sexo XY en respuesta a la introducción del cromosoma Y de Mus 
poschinavinus (YPOS) (Eicher et al. 1982). Otras cepas, que incluyen la DBA/2J y la 
129S1/SvImJ (129), son completamente resistentes a la reversión del sexo por YPOS. 
También se ha observado que la cepa BL6 es sensible a la reversión del sexo XY en 
respuesta a otras perturbaciones genéticas como mutaciones o deleciones de genes 
que incluyen Fgf9 (Colvin et al. 2001), Dax1 (Nrob1) (Meeks et al. 2003), Sf1 y Wt1(Brennan et al. 
2004).  
En un estudio en el que se comparaba el transcriptoma de las gónada XY en el 
momento crítico de la determinación del sexo (11.5 dpc) de diferentes cepas, se 
revelaron importantes diferencias entre las cepas BL6 y 129 (Munger et al. 2009). Se observó 
que los genes involucrados en el desarrollo femenino estaban aumentados en la cepa 
BL6 en comparación con la 129, dando una posible explicación a porqué la cepa BL6 es 
más sensible a la reversión del sexo. Es llamativo que la expresión de Sox9 en la cepa 
BL6 es mayor que en las otras cepas, actuando como un mecanismo compensatorio 
para asegurar el desarrollo de testículos dentro de esta cepa. Como consecuencia del 
ligero desequilibrio hacia el desarrollo femenino, el equilibrio transcripcional en los 
BL6 es especialmente vulnerable a la introducción de variantes alélicas que retrasen o 
reduzcan los niveles de expresión de Sry o Sox9 (Bouma et al. 2005) (Bullejos et al. 2005), o a 





2.9.  Desórdenes del desarrollo sexual (DSD) 
Los desórdenes del desarrollo sexual se deben a un desarrollo sexual cromosomal, 
gonadal o anatómico atípico (Hughes et al. 2006). Estos desórdenes incluyen una gran 
variedad de fenotipos entre los que las hipospadias son los más frecuentes, 
presentándose en 1 de cada 250-350 varones. 1 de cada 4500 bebés nace con 
ambigüedad genital severa, de hecho los DSD se corresponden con el 7,5% de todos 
los defectos de nacimiento. Además, los DSD están asociados a otros síndromes como 
el de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (caracterizado por la ausencia congénita del 
tercio superior de la vagina, útero y trompas de Falopio, y frecuentemente asociado 
con malformaciones renales) (Sultan et al. 2009) o el síndrome de Smith-Lemli-Opitz 
(algunas de las manifestaciones clínicas incluyen: anomalías faciales, retraso mental, 
trastorno del crecimiento, alteraciones de los genitales externos en varones y 
múltiples malformaciones menores) (Porter 2008). Sin embargo, y a pesar de todos los 
avances que se han hecho en el conocimiento de la determinación sexual, se estima 
que solo se conoce la causa molecular de aproximadamente el 20% de los casos de 
DSD (Hughes et al. 2006), y hasta el 50% de los pacientes con disgenesia gonadal completa 
46XY no obtienen un diagnóstico preciso.  
Los DSD constituyen una preocupación pediátrica importante debido a la dificultad 
clínica del manejo de estas complejas condiciones y sus secuelas relacionadas con 
cáncer e infertilidad. Además, debe tenerse en cuenta los problemas de desarrollo 
físico y psicológico asociados, siendo necesaria la participación de un grupo 
multidisciplinar en el consejo y manejo de estos individuos para intentar minimizar en 
la medida de lo posible las repercusiones en su desarrollo vital (revisado en (Eggers et al. 
2012)). En la tabla I1 se presenta un resumen con todos los genes más relevantes 
involucrados en el desarrollo testicular y ovárico en humanos y ratones y sus 
correspondientes fenotipos. 
Gen Función Fenotipo gonadal en ratón Síndrome humano 
Genes involucrados en el desarrollo de la gónada bipotencial 
Emx2 Factor de transcripción Emx2-/- carece de riñones, 
uréteres, gónadas y tracto genital 
No mutaciones descritas 





M33/CBX2 Factor de transcripción Cbx-/-                                                                     
Reversión del sexo XY de macho a 
hembra      Defecto del desarrollo 
ovárico en XX 
DSD ovárico XY 
Nr5a1 Receptor nuclear/ Factor 
de transcripción 
Nr5a1-/- fallo en el desarrollo de la 
gónada bipotencial 
Síndrome de regresión 
testicular embrionario; 
disgenesia gonadal XY                                               
Fallo prematuro ovárico XX 
Wt1 Factor de transcripción Wt1-/- fallo en el desarrollo de la 
gónada bipotencial 
Síndromes de Denys-Drash, 
WARG y Fraiser 
Genes involucrados en el desarrollo testicular 
Dhh Molécula de señalización Dhh-/- fallo en la formación de 
cordones testiculares debido al 
tejido peritubular anormal 
LOF: XY disgenesia gonadal 
parcial o completa 
Dmrt1 Factor de transcripción Dmrt1-/- fallo en el desarrollo 
testicular, perdida de células de 
Sertoli y células germinales 
Hemicigosis: XY disgenesia 
gonadal    Deleción de 9p24 
(incluyendo DMRT1): XY 
disgenesia gonadal (varios 
grados) 
Fgf9 Molécula de señalización Fgf9-/- reversión del sexo XY de 
macho a hembra y fallo en el 
desarrollo de células de Sertoli 
No mutaciones descritas 
Fog2 Cofactor de Gata4 Fog2-/- niveles de Sry bajos, 
reversión del sexo XY de macho a 
hembra 
Translocación incluyendo 
FOG2: XY hipogonadismo 
hipogonadotrópico combinado 
con defectos coronarios (CHD) 
Gata4 Factor de transcripción Gata4-/- letal embrionario (E7-
E9.5) 
LOF: XY con genitales ambiguos 
o longitud del pene reducida 
Map3k1 Quinasa No fenotipo gonadal XY disgenesia gonadal parcial o 
completo 
Map3k4 Quinasa Reversión del sexo XY de macho a 
hembra 
No mutaciones descritas 
Nr0b1 Receptor nuclear XY Fallo en la formación de los 
cordones testiculares y 
espermatogénesis (dependiendo 
del fondo genético) 
LOF/deleciones: hipoplasia 
adrenal congénita                                                   
Duplicaciones: XY disgenesia 
gonadal con cordones 
testiculares desorganizados e 
hipogonadismo 
hipogonadotrópico 
Sox3 Factor de transcripción No fenotipo gonadal Duplicación (incluyendo Sox3) y 
deleción por encima de Sox3: 
XX DSD testicular 
Sox8 Factor de transcripción Sox8-/- fertilidad reducida                                    
Sox8-/-, Sox9-/- reversión del sexo 
XY con grado variable 




Sox9 Factor de transcripción Sox9-/- reversión del sexo XY de 
macho a hembra 
Ods (deleción por encima de Sox9) 
reversión del sexo XX de hembra a 
macho 
Deficiente condicional: desarrollo 
de ovario XY 
Desarrollo testicular XX 
LOF: XY disgénesis gonadal con 
displasia campomélica                                               
GOF: XX reversión del sexo de 
hembra a macho                                                     
Duplicación incluyendo Sox9: 
DSD XX testicular                                                 
Translocaciones por encima de 
Sox9: DSD ovotesticular XY                       
Duplicación/triplicación por 
encima de Sox9: DSD testicular 
XX                                                
Deleción por encima de Sox9: 
DSD ovárico XY con displasia 
acampomélica campomélica, 
disgenesia gonadal, genitales 
externos femeninos o 
ambiguos 
Sox10 Factor de transcripción No fenotipo gonadal Duplicación incluyendo SOX10 y 
otros genes: masculinización XY 
o feminización incompleta 
Sry Factor de transcripción Sry-/- reversión de sexo XY de 
macho a hembra                                                         
Translocación de Sry: reversión del 
sexo XX de hembra a macho 
LOF: DSD ovárica XY 
GOF/translocaciones: DSD 
testicular XX 
Genes involucrados en el desarrollo ovárico 
Ctnnb1/β-
catenina 
Factor de transcripción Deficiente condicional en células 
de Sertoli XX similar a Wnt4-/- y 
Rspo1-/- 
No mutaciones descritas 
Foxl2 Factor de transcripción Foxl2-/- fallo ovárico prematuro                     
Folx2-/-, Wnt4-/- reversión del 
sexo XX de hembra a macho 
BPES y fallo prematuro ovárico 
Fst Inhibidor de activina Reversión parcial del sexo  XX, 
formación de la vena celómica 
No mutaciones descritas 
Rspo1 Molécula de señalización Reversión parcial del sexo XX, 
similar a Wnt4-/- y el deficiente 
condicional Ctnnb1 
Testicular XX y DSD 
ovotesticular    Duplicación de 
1p (incluyendo WNT4 y RSPO1): 
disgénesis gonadal XY 
Wnt4 Molécula de señalización XX agenesia de conductos de 
Müller, síntesis de testosterona y 
formación de la vena celómica 
Duplicación de 1p (incluyendo 
WNT4 y RSPO1): disgenesia 
gonadal XY                  LOF: XX 
agenesia de los conductos de 
Müller, síntesis de testosterona 
y formación de la vena 
celómica 
BPES: síndrome de blefarofimosis-ptosis-epicanto inverso 
GOF: mutación de ganancia de función 
LOF: mutación de pérdida de función 
WARG: tumor de Wilms-aniridia-malformación genitourinaria-retraso mental 



















Los objetivos principales de este trabajo es analizar la función de Gadd45g en el 
sistema inmunitario y estudiar su posible implicación durante el desarrollo 
embrionario en la determinación del sexo. Para ello se abordarán los siguientes 
objetivos: 
1. Función de Gadd45g en el sistema inmunitario 
1.1. Análisis del fenotipo inmunitario y patología de los ratones deficientes en 
Gadd45g. 
1.2. Función de Gadd45g en la activación de células CD4: proliferación y muerte 
celular inducida por activación. 
1.3. Papel de Gadd45g en la diferenciación y producción de citoquinas de las 
células T CD4 efectoras. 
1.4. Análisis de la función de Gadd45g en el desarrollo de las células T. Selección 
tímica. 
2. Papel de Gadd45g en el desarrollo embrionario 
2.1. Análisis del fenotipo del aparato reproductor de ratones adultos deficientes en 
Gadd45g. 
2.2. Estudio del efecto de la deficiencia de Gadd45g en las cepas mixta, 
129/C57/BL/6, y pura, C57/BL/6. 
2.3. Análisis de la expresión de Gadd45a, Gadd45b y Gadd45g en las gónadas 
embrionarias. 



















MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Cepas de ratones. 
Los ratones Gadd45a-/-, Gadd45b-/- y Gadd45g-/- fueron generados por los Drs. J.M. 
Salvador y C. Hollander (Qi Cai 2006) (M. Christine Hollander et al. 1999) en un fondo mixto 
compuesto por las cepas 129Sv y C57BL/6. La deleción de Gadd45a, Gadd45b o 
Gadd45g se confirmó mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de 
ADN extraído de cola de ratón. Los ratones se mantuvieron en el animalario del Centro 
Nacional de Biotecnología en condiciones de esterilidad. Los ratones Gadd45a-/-, 
Gadd45b-/- y Gadd45g-/- puros se obtuvieron cruzando los ratones mixtos con la cepa 
pura C57BL/6 durante siete generaciones. Se cruzaron ratones Gadd45a-/-, Gadd45b-/- y 
Gadd45g-/- entre sí para la obtención de ratones dobles y triples deficientes.  
1.1. Extracción de ADN y genotipado de los ratones. 
Para el genotipado de los ratones se cortó un fragmento de la cola de 
aproximadamente 0,5 cm de ratones recién destetados (alrededor de 21 días de edad). 
Las colas se mantuvieron a -20ºC o se procesaron inmediatamente incubándolas en 
100 µl de solución de lisis (Tris-HCl 100 mM, pH=8,5; EDTA 5 mM; SDS 0,2%; NaCl 200 
mM) suplementado con proteinasa K (100 µg/ml, Roche). Esta solución se incubó 
durante la noche a 56ºC. Al día siguiente se añadieron 300 µl de agua destilada. Para el 
genotipado de los ratones Gadd45a-/-, Gadd45b-/- y Gadd45g-/-, se utilizó el método de 
la PCR. La mezcla de reacción se preparó en un volumen total de 25 µl conteniendo 10 
µl de Taq PCR Mix 2,5X (Sigma) y los oligonucleótidos correspondientes (Tabla 1). Por 
último se añadieron 2 µl de ADN y agua destilada hasta alcanzar el volumen final. La 
mezcla se procesó en una máquina de PCR (iCycler, Bio-Rad) con el siguiente 
programa: 






) 2. Desnaturalización 94ºC, 1min 
3. Anillamiento 58ºC, 40 s 
4. Elongación 72ºC, 3 min 
 5. Elongación 72ºC, 4 min 




 La mezcla de reacción para el genotipado de SRY se preparó en un volumen total 
de 30 µl conteniendo 12 µl de Taq PCR Mix 2,5X (Sigma) y los oligonucleótidos 
correspondientes (Tabla M1). Por último, se añadieron a la reacción 2 µl de ADN y 
agua destilada hasta alcanzar el volumen final. La mezcla se procesó con el siguiente 
programa: 






) 2. Desnaturalización 94ºC, 30 s 
3. Anillamiento 50ºC, 30 s 
4. Elongación 72ºC, 1 min 
 5. Elongación 72ºC, 4 min 
 6. Pausa 4ºC 
 
Los productos de la PCR se separaron en geles de agarosa (EuroClone) al 2% 
disuelta en tampón TAE 1X (para obtener TAE 1X, se diluyó en agua destilada TAE 50X: 
242 g de Tris, 57,1 ml de ácido acético glacial, 100 ml de EDTA 0,5 M pH=8). Para poder 
visualizar el ADN en el gel, se añadió G-108 Safe View (abm) a una dilución 1:5. Cada 
muestra de ADN se mezcló con tampón de carga 6X (Ficoll 15%, xilencianol 0,25% azul 
de bromofenol 0,25%) y se cargó en el gel para su separación mediante electroforesis 
a 100V. También se cargó en el gel un patrón de pesos moleculares conocidos (100 bp 
Ladder, Favorgen). El ADN se visualizó con luz UV a 254 nm. 










5´-GCATGCTCCAGACTGCCTT-3´          
(1 μM) 









































Tabla M1. Oligonucleótidos utilizados para el genotipado de los ratones. Se muestra la secuencia y 
la concentración (μM) de cada oligonucleótido, así como el fragmento que amplifican del alelo 
correspondiente. 
2. Citometría de flujo. 
2.1. Estudio del fenotipo inmunológico. 
Los ratones se sacrificaron en una cámara de hipoxia con CO2. Se extrajeron los 
nódulos linfáticos, el bazo y el timo. Se mantuvieron a 4ºC en medio completo RPMI 
1640 (Gibco BRL) suplementado con glutamina 4mM (Lonza), β-mercaptoetanol 0,5µM  
(Merck), penicilina/estreptomicina 100 U/ml (Lonza) y 10% de suero fetal bovino (FCS, 
EuroClone). Los órganos se disgregaron utilizando filtros de nylon de un tamaño de 
poro de 40 µm (BD Falcon). Las suspensiones celulares se centrifugaron durante 5 min 
a 1200 rpm a 4ºC y se lavaron dos veces con tampón fosfato salino (PBS: fosfato sódico 
10mM, pH 7,4; NaCl 150 mM). El número de células se calculó utilizando una cámara 
de Neubauer en el microscopio óptico. 
Para el análisis de marcadores de la superficie celular se incubaron 5x105 células en 
una placa de 96 pocillos con fondo en V (Nunc) con los anticuerpos conjugados con 
fluorocromos a la dilución apropiada (Tabla M2) en 30 µl de PBS frío durante 30 
minutos a 4ºC en oscuridad. Las células se lavaron dos veces con PBS frío y se 
procesaron en un citómetro FACSCalibur (Becton Dickinson) inmediatamente o se 
fijaron con formaldehído 0,1% y se conservaron a 4ºC hasta su procesamiento. Se 
analizó un mínimo de 20.000 células por muestra excluyendo las células muertas. El 
análisis de los resultados se realizó usando el programa Cytomics (CXP). 
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 Anticuerpo Conjugado Compañía Clon Origen Isotipo Dilución 
B220 PerCP BD Pharmingen RA3-6B2 rata IgG2a, κ 1/200 
B220 APC B. Coulter RA3-6B2 rata IgG2a, κ 1/50 
CD3 PerCP Biolegend 145-2C11 hámster IgG 1ul 
CD3 APC eBioscience 145-2C11 hámster IgG 1/50 
CD4 APC eBioscience GK1.5 rata IgG2b, κ 1/200 
CD4 PerCP Biolegend GK1.5 rata IgG2b, κ 1/100 
CD8a FITC B.Coulter 53-6.7 rata IgG2a, κ 1/50 
CD8a PerCP BD Pharmingen 53-6.7 rata IgG2a, κ 1/200 
CD25 PE BD Pharmingen 7D4 rata IgG1, κ 1/200 
CD44 FITC B. Coulter KM201 rata IgG1, κ 1/100 
CD44 Biotina BD Pharmingen IM7 rata IgG2b, κ 1/100 
CD95       
CD62L APC eBioscience MEL-14 rata IgG2a, κ 1/200 
CD62L FITC BD Pharmingen MEL-14 rata IgG2a, κ 1/200 
Foxp3 FITC eBioscience FJK-16s rata IgG2a, κ 1/50 
TCRαβ FITC BD Pharmingen H57-597 hámster IgG2, λ1 1/100 
 
Tabla M2. Anticuerpos utilizados en citometría de flujo. Se muestra el fluorocromo conjugado, así 
como la compañía, clon, especie de origen, isotipo y dilución utilizada en cada caso. APC: aloficocianina, 
FITC: fluoresceína, PE: ficoeritrina y PerCP: clorofila peridinina. 
2.2. Citometría de flujo de las células T reguladoras. 
Para estudiar la población de células Treg se hizo una primera tinción como se 
indica en el apartado 2.1 de los marcadores CD3-APC, CD4-PerCP y CD25-PE. Después 
se procedió a la tinción del marcador intracelular Foxp3 característico de las células 
Treg. En primer lugar se incubaron las células con 100 μl de la solución de 
fijación/permeabilización (eBioscience) durante 30 minutos a 4ºC en oscuridad. 
Posteriormente se lavó una vez con tampón de permeabilización (eBioscience), a 
continuación, se incubaron las células con el anticuerpo frente a Foxp3 conjugado con 
FITC (Tabla M2) en 100 μl de tampón de permeabilización durante 30 minutos a 4ºC en 
oscuridad. Finalmente, las muestras se lavaron dos veces con tampón de 
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permeabilización, se resuspendieron en 300 μl de PBS y se procesaron en un citómetro 
FACSCalibur (Becton Dickinson). Se analizó un mínimo de 10.000 células por muestra 
excluyendo las células muertas. Para el análisis de los resultados se utilizó el programa 
Cytomics (CXP). 
3. Cultivos celulares y ensayos funcionales. 
3.1. Obtención y cultivo de células T CD4+. 
Se extrajeron los nódulos linfáticos y el bazo de cada ratón como se describe en el 
apartado 2.1. Se purificaron células T CD4+ mediante selección negativa con el kit 
Dynal Mouse CD4 Negative Isolation Kit (Invitrogen). Brevemente, se calcula el 
volumen de bolas necesario y se lavan con Buffer 1. Se añade, a 100 µl de suspensión 
celular (1x107células), FCS inactivado y el mix de anticuerpos. Se incuba 20 minutos a 
4ºC. Se lavan las células con Buffer1 (PBS libre de Ca2+ y Mg2+, suplementado con 0,1% 
de BSA y EDTA 2 mM). Se centrifuga y se descarta el sobrenadante. Se resuspenden las 
células en Buffer1 y se añaden 200 µl de bolas lavadas. Se incuba la mezcla durante 
15minutos a temperatura ambiente en un agitador orbital. Se resuspende en 1 ml de 
Buffer1 y se coloca en el imán durante 2 minutos. Se transfiere el sobrenadante a un 
tubo nuevo. Se centrifuga y decanta. Finalmente, se resuspende en un volumen de 
medio completo adecuado. Las células purificadas se cultivaron en medio completo, a 
menos que se indique otra condición, en un incubador en condiciones estándar de 
humedad (95%), temperatura (37ºC) y CO2 (5%).  
3.2. Ensayos de proliferación. 
Se cultivaron 105 células de nódulos linfáticos o células T CD4+ purificadas en cada 
pocillo en una placa de 96 pocillos con fondo en U (Nunc) y se estimularon con 
concentraciones crecientes de los siguientes mitógenos: anti-CD3 (αCD3) (BD 
Pharmingen), pegado a placa, Concanavalina A (ConA, SIGMA) e IL2 (obtenida y 
purificada del medio condicionado de linfocitos de ratón), ambos solubles. Para pegar 
a la placa, el anti-CD3 se resuspendió en PBS a la concentración deseada en cada caso 
y se incubó durante 1 hora a 37ºC, posteriormente se lavó la placa con PBS 3 veces. 
Cuando las células se estimulan con anti-CD3, se añaden al medio 0,5 x 105 APCs por 
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 pocillo (esplenocitos irradiados con una dosis de 20 Greys). Después de 48 h de 
activación con anti-CD3, solo o con IL2, o ConA, se añadió a cada pocillo 1 µCi de 3H-
timidina (Amersham Biosciences) y se mantuvieron en cultivo durante 16 h. Al final del 
ensayo, se filtraron las muestras en un harvester (Perkin Elmer) pasándolas a través de 
una membrana de fibra de vidrio (Wallac). Para evaluar la incorporación de timidina 
(representada por las cuentas por minuto: cpm), se sumergió la membrana en 5 ml de 
líquido de centelleo (Perkin Elmer) y se analizó en un contador de centelleo (Trillux 
1450 Microbeta, Wallac). Cada muestra se analizó por triplicado y se consideró la 
media como resultado final. 
3.3. Ensayos de muerte celular. 
Para el ensayo de muerte inducida por activación se cultivaron 5x105 células T CD4+ 
por pocillo, en una placa de 48 pocillos (Falcon), y se dejaron sin estímulo durante 24, 
48, 72 y 96 horas. Por otro lado, se estimularon 5x105 células T CD4+ con anti-CD3 (5 
µg/ml), pegado a placa, en presencia de 2,5 x105 APCs. Después de 48 h se re-
estimularon con anti-CD3 (10 µg/ml) o ConA soluble durante 24 o 48 horas. 
Finalmente, se recogieron las células, se lavaron con PBS frío y se fijaron con etanol al 
70% a -20ºC. Las muestras se conservaron a esta temperatura hasta el día del análisis.  
El día del análisis se lavaron las células dos veces con PBS y se tiñeron con 1 ml de 
Ioduro de Propidio (IP, DNA prep Reagents Kit; Beckman Coulter) durante 30 minutos a 
37ºC. Se analizó un mínimo de 10.000 células por muestra, en un citómetro XL-MCL 
(Beckman Coulter) o en un citómetro FACSCalibur (Becton Dickinson). 
3.4. Diferenciación de células T CD4+ hacia Th1, Th2 y Th17 y ensayo 
de producción de citoquinas. 
Para la diferenciación de células T CD4+ hacia células efectoras Th1, Th2 o Th17, se 
purificaron células T CD4+, según se explica en el apartado 3.1, y se cultivaron en 
medio completo 105 células por pocillo en una placa de 96 pocillos (Falcon) en la que 
previamente se había pegado anti-CD3 (10 µg/ml) y anti-CD28 (5 µg/ml).  
Para las condiciones de diferenciación a Th1, se suplementó el medio con IL-12 (2 
ng/ml, Sigma), IL-2 (10% del sobrenadante obtenido y purificado del medio 
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condicionado de linfocitos de ratón) y anti-IL-4 (10 µg/ml, clon 11B11, BD 
Pharmingen). Después de 5 días, se lavaron las células con PBS y se contaron. Para 
inducir la producción de citoquinas, se re-estimularon 105 células por pocillo durante 
12 horas con anti-CD3 (5 µg/ml) solo o combinado con anti-CD28 (5 µg/ml), pegados a 
placa. 
Para las condiciones de diferenciación a células Th2, el medio se suplementó con IL-
4 (10 ng/ml, Sigma), IL-2 (10%) y anti-IL-12 (10 µg/ml, Sigma). Después de 5 días en 
cultivo, las células se lavaron y se contaron. Para inducir la producción de citoquinas, 
se re-estimularon 105 células por pocillo con anti-CD3 (5 µg/ml) pegado a placa 
durante 12 horas. 
Para las condiciones de diferenciación a Th17, se suplementó el medio con TGFß1 (3 
ng/ml, R&D Systems), IL-6 (30 ng/ml, R&D Systems), anti-IL4 (10 µg/ml, clon 11B11, BD 
Pharmingen), anti-IL-12 (10 µg/ml, Sigma), IL-23 ( 20 ng/ml, R&D Systems), anti-IFNγ 
(10 µg/ml) e IL-2 (10%). Después de 5 días, se lavaron las células con PBS y se 
contaron. Para inducir la producción de citoquinas, se re-estimularon 105 células por 
pocillo durante 12 horas con anti-CD3 (5 µg/ml) solo o combinado con anti-CD28 (5 
µg/ml), pegados a placa, o con una combinación de PMA (50 ng/ml) e ionomicina (10 
µM). 
Posteriormente, los sobrenadantes de cultivo se recogieron a las 12 horas para 
determinar la concentración de citoquinas producidas incubándolos con el kit de 
Milliplex Mouse Cytokine/Chemokine Immunoassay (Millipore). Este kit está formado 
por microesferas que llevan anclados dos fluorocromos distintos en diferente 
proporción. Así, la primera de las microesferas tendrá un 100% del primer fluorocromo 
y 0% del segundo, la segunda microesfera tendrá un 99% del primer fluorocromo y 1% 
del segundo, la tercera tendrá un 98% del primer fluorocromo y 2% y, así, 
sucesivamente. De este modo, al hacerlas pasar por una corriente de flujo, en un 
Luminex 100 IS, cada una es clasificada en función del patrón de fluorescencia. 
Además, cada microesfera lleva acoplado covalentemente un anticuerpo específico de 
la citoquina a medir. Este método permite analizar un número elevado de citoquinas, 
dentro de una misma muestra, en un volumen muy pequeño (25 μl). Se utilizó el 
estándar proporcionado por el kit como patrón de concentraciones desde 10.000 
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 pg/ml hasta 3,2 pg/ml. Brevemente, en una placa de 96 pocillos (Millipore) se mezclan 
25 μl del estándar o de la muestra, 25 μl tampón de ensayo (solo en las muestras), 25 
μl de matriz de suero (antisuero) y 25 μl de la mezcla de microesferas. Se incubó 
durante la noche a 4ºC, se lavó dos veces con tampón de lavado (proporcionado por el 
kit) y se añadieron 25 μl de la mezcla de anticuerpos específicos de cada citoquina. Se 
incubó durante 1 h a temperatura ambiente, se añadieron 25 μl de estreptavidina-
ficoeritrina y se volvió a incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
Finalmente, se lavó dos veces con tampón de lavado y se añadieron 150 μl de fluido 
envolvente (Sheath fluid) y se analizó la media de intensidad de fluorescencia (MFI) en 
el Luminex.  
3.5. Análisis de la activación de células Th1 y Th2. 
Parte de las células Th1 y Th2 diferenciadas se dejaron en reposo en el incubador 
durante la noche; posteriormente, se estimularon a un concentración de 3x106 
células/ml con 5 µg/ml de anti-CD3 soluble durante distintos tiempos, usando como 
crosslinker anti-IgG1 (BD Pharmingen) a la misma concentración. Por último, se analizó 
la señalización de MAPK por western blot (wb) como se indica en el apartado 4. 
3.6. Activación in vitro de timocitos. 
Se extrajo el timo de ratones de 5 a 8 semanas de edad y se disgregó utilizando 
filtros de nylon de 40 µm. Los timocitos se resuspendieron en medio RPMI 1640 
suplementado con 2% de FCS, glutamina 4 mM, β-mercaptoetanol 0,5 µM y 
penicilina/estreptomicina 100 U/ml. Las células se dejaron en reposo a 37ºC durante al 
menos 4 horas, después se concentraron y se activaron 3x106 células por ml con anti-
CD3 soluble (0,5 o 10 µg/ml) en combinación con anti-IgG1 (0,5 o 10 µg/ml) durante 
15, 30 o 60 minutos a 37ºC. Posteriormente las células se recogieron, se lavaron con 
PBS frío, se centrifugaron a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC en una 
minicentrífuga 5417R Eppendorf y se lisaron inmediatamente para su posterior análisis 
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4. Preparación y análisis de proteínas por western blot (wb). 
4.1. Preparación de extractos celulares totales. 
Las células se lisaron con el tampón de lisis de Cell Signaling (tampón 1X: Tris-HCl 20 
mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Na2EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton 1%, pirofosfato sódico 
2,5 mM, β-glicerofosfato 1mM, ortovanadato sódico 1mM y leupeptina 1 µg/ml) a 
razón de 10 µl por cada millón de células, centrifugando durante 10 minutos a 14.000 
rpm a 4ºC. Se cuantificó, la cantidad de proteínas en el extracto utilizando el kit Micro 
BCA (Termo Scientific); este método utiliza el ácido bicinconínico (BCA) para la 
detección de Cu1+, que se forma al reducirse el Cu2+ en un ambiente alcalino, de 
manera que el producto final de la reacción (dos moléculas de BCA con un ion Cu1+) es 
de un color púrpura que se puede detectar midiendo la absorbancia a una longitud de 
onda de 560 nm. En primer lugar, se mezclaron los reactivos A, B y C a razón de 
50/49/1 y se incubaron 100 μl de esta mezcla con 1 μl de lisado en una placa de 96 
pocillos con fondo plano (Nunc) durante 30 minutos a 37ºC. A la vez, se incluyeron 
pocillos con concentraciones conocidas y crecientes de albúmina de suero bovino 
(BSA) como patrón. Finalmente, se midió la absorbancia a 560 nm en un lector de 
placas (Sunrise, Tecan). 
4.2. Análisis de proteínas por wb. 
Se preparó una cantidad igual de proteína de todas las muestras (siempre superior 
a 15 µg) y se desnaturalizó con tampón de carga 4X (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; SDS 8%, 
glicerol 40%; Ditiotreitol 1 M; β-mercaptoetanol 4%; azul de bromofenol 0,1%) durante 
5 minutos a 95ºC. Las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) de 1 mm al 10% de acrilamida-
bisacrilamida, preparado según el protocolo de Laemmli (Tabla M3), en tampón de 
electroforesis 1X (preparado diluyendo en agua destilada tampón 10X: Tris 24,8 mM; 






Tabla M3. Composición de los geles de poliacrilamida de concentración y de resolución. 
La electroforesis se llevó a cabo usando el sistema Mini Protean II (Bio-Rad) a 100-
120 V durante 1-1,5 horas. Para estimar el peso molecular de las proteínas, se utilizó 
un marcador de pesos conocidos, comprendidos entre 12 y 225 kDa (Full-Range 
Rainbow Marker, Amersham).  
El gel se transfirió a una membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore), previamente 
sumergida en metanol (Merck), con un aparato de electro-transferencia en semiseco 
(BioRad). Para la transferencia, se preparó un “sándwich” consistente en un papel 
Extra Thick (Bio-Rad), la membrana de PVDF, el gel y otro papel Extra Thick, todo 
previamente sumergido en tampón de transferencia 1X (preparado diluyendo en agua 
destilada tampón 10X: Tris 30 g; glicina 144 g; SDS 10%; y añadiendo metanol 20%). 
Después de transferir durante 1 hora a 12 V, la membrana se lavó con TBS/T (tampón 
Tris salino: Tris/HCl 20 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM añadiendo Tween20 0,05%) durante 
5 minutos y se bloqueó durante 1 hora a temperatura ambiente con TBS/T/leche en 
polvo desnatada (5%, Central lechera asturiana). Después de tres lavados de 5 minutos 
cada uno con TBS/T, la membrana se incubó con diferentes anticuerpos primarios 
(Tabla M4) diluidos en TBS/T/BSA (1%) durante 1 hora y 30 minutos a temperatura 
ambiente o durante la noche a 4ºC.  
 Gel de resolución Gel de empaquetamiento 
concentración final de acrilamida 10% 3,75% 
acrilamida-bisacrilamida (29:1) 3,333 ml 0,625 ml 
TrisHCl (0,5 M) - 1,25 ml 
TrisHCl (1,5 M) 2,5 ml - 
SDS (10%) 0,1 ml 0,05 ml 
agua destilada 3,567 ml 2,825 ml 
Persulfato amónico (1,5%) 0,5 ml 0,250 ml 
TEMED 0,004 ml 0,004 ml 
volumen final 10 ml 5 ml 
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Anticuerpo kDa secundario compañía dilución 
β-actina 40 ratón abcam 1/2000 
p-ERK1/2 44/42 conejo Cell signaling 1/500 
p-JNK1/2 46/54 ratón Cell signaling 1/500 
p-p38 38 conejo Cell signaling 1/500 
 
Tabla 4. Anticuerpos utilizados en el análisis por wb de la señalización celular. Se muestra el 
tamaño (kDa) de la proteína que reconocen, la especie en la que se han producido, así como la 
compañía y la dilución a la que se utilizan.  
Después de 3 lavados, se incubó la membrana con el anticuerpo secundario 
correspondiente conjugado con HRP (Horseradish peroxidase, DAKO cytomation) 
diluido (1:2.000) en TBS/T/leche (5%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Por 
último, se lavó la membrana otras 3 veces y se reveló el resultado con el kit Western 
Lightning Plus ECL (PerkinElmer) mezclando volúmenes iguales de los dos reactivos 
(Enhanced luminol reagent y Oxidizing reagent), la mezcla se aplicó sobre la membrana 
durante 1 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se secó el exceso de líquido 
con papel de filtro, se expuso a una película (Konica Minolta) en oscuridad y se procesó 
en una máquina de revelado Kodak X-OMAT. 
Las mismas membranas se reutilizaron para la detección de distintas proteínas con 
anticuerpos, producidos en las mismas o en otras especies. Para eliminar restos de 
anteriores anticuerpos se utilizó la solución comercial Re-Blot Plus (Chemicon) durante 
5-10 minutos a temperatura ambiente con agitación. Después se lavó la membrana y 
se volvió a bloquear.  
5.  Obtención de embriones. 
Para la obtención de embriones de una determinada edad, se cruzaron hembras wt 
o Gadd45g-/- con machos wt o Gadd45g+/-, respectivamente. Se tomó como 0.5 dpc el 
día de detección del tapón vaginal (indica que ha tenido lugar una cópula). Para una 
determinación más exacta de la edad del embrión se contó el número de somitos de la 
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 cola (Tabla M5) por detrás del primordio del miembro posterior (Hacker et al. 1995) (Figura 
M1). 
Somitos 
de la cola 8 15-16 17-18 20-21 24-25 26-27 28-29 30 
Dpc 10.5 11.25 11.5 11.75 12 12.25 12.5 12.75 
 







Figura M1. Representación del 
contaje de somitos de la cola para 
establecer la edad embrionaria. SO: 






Para el genotipado de los embriones, se utilizó el saco vitelino o una parte del 
cuerpo del embrión siguiendo la metodología descrita en el apartado 1.1. 
5.1.  Obtención de las gónadas embrionarias. 
La disección se llevó a cabo a medio día de la edad esperada desde la detección del 
tapón vaginal. Las hembras preñadas fueron sacrificadas con en una cámara de hipoxia 
CO2. Se extrajo el útero conteniendo los embriones y se colocó en PBS. Se cortó el 
útero de forma que los embriones quedaran aislados individualmente, rodeados por su 
placenta y por parte del útero. Cada embrión así aislado se colocó en una placa Petri 
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estéril y se procedió a su extracción para evitar contaminaciones con material de 
embriones adyacentes. Se extrajeron las gónadas, junto con el mesonefros, y se fijaron 
en paraformaldehído al 4% (PFA 4%) durante 1 hora; posteriormente, se lavaron con 
PBS y se guardaron en metanol a -80ºC o se congelaron inmediatamente en nitrógeno 
líquido para extracción de ARN (Li et al. 2012). 
6. Análisis histológico. 
Para el análisis histológico, se obtuvieron ovarios y testículos de ratones adultos. Se 
fijó el tejido en formalina al 10% durante una noche, se deshidrataron en 
concentraciones crecientes de etanol, lavados en xileno y, finalmente, incluidos en 
parafina en una máquina de parafinado Leica TP 1020. El tejido embebido en parafina 
fue cortado en secciones de 5 µm y procesado para una tinción con 
hematoxilina/eosina. Las secciones fueron teñidas con hematoxilina/eosina y fueron 
analizadas al microscopio (Olympus Vanus AHBS3) por la Dra. Juana Flores 
(Universidad Complutense de Madrid). 
7. Tinción de gónadas completas. 
Las gónadas guardadas en metanol a -80ºC fueron rehidratadas en concentraciones 
decrecientes de metanol (70%, 50%, 30%) 5 minutos en cada concentración y lavadas 
con TBS 1x tres veces. Posteriormente, se bloquearon en tampón de bloqueo (TBS-
Tween 0.5% + 10% suero de burro) 1 hora. Se incubaron con el anticuerpo primario 
correspondiente de la tabla 6 durante la noche en buffer de bloqueo. Se lavaron tres 
veces en TBS-T 0.5%. A continuación, se incubaron con el anticuerpo secundario 
conjugado con un fluorocromo durante la noche en buffer de bloqueo (Tabla M6). A la 
mañana siguiente, se lavaron tres veces con TBS-T 0.5%. Finalmente, se montaron con 
Vectashield Hardset (Source). Las secciones fueron analizadas usando un microscopio 






 Anticuerpo Casa comercial Origen Concentración Fluorocromo 
Anti-Sox9 (sc 20095) Santa Cruz conejo 1:50  
Anti-AMH (sc 6886) Santa Cruz cabra 1:100  
Pecam-1 Pharmingen rata 1:50 FITC 
Ac secundario Life Technologies burro 1:500 Alexa-647 
Ac secundario Life Technologies burro 1:500 Alexa-546 
Tabla M6. Anticuerpos utilizados en la tinción de gónadas completas.  
8. Hibridación in situ de gónadas completas. 
8.1. Generación de las sondas. 
Se extrajo ARN del embrión completo siguiendo el protocolo del Kit RNeasy Micro 
(apartado 9). A partir de este ARN se generó el ADN complementario (ADNc) de los 
genes de los que se van a generar sondas usando los primers que se describen en la 
Tabla M7. 










Tabla M7. Primers específicos para la generación de ADNc a partir de ARN de un embrión 
completo de 10.5 dpc. 
 
En la generación del ADNc, también se incorpora la secuencia de reconocimiento de 
la polimerasa Sp6 (SP6 RNA Polymerase, Roche), necesaria para la generación de la 
sonda marcada con DIG. La reacción se llevó a cabo en un termociclador Applied 
Biosystems GenAmp PCR System 2700 siguiendo la mezcla de reacción el protocolo 
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que se detalla a continuación (SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq, 
Invitrogen). 
Componentes Volumen/50 μl Concentración final 
Mix de reacción 2x 25 μl 1X 
ARN x μl 10 pg – 1 μg 
Primer Sense (10 μM) 1 μl 0.2 μM 
Primer Anti-sense (10 μM) 1 μl 0.2 μM 
Mix RT/ Platinum(R) Taq  1 μl — 
Agua destilada hasta 50 μl — 
 
 Temperatura ºC Tiempo 
Síntesis de ADNc y pre-desnaturalización 
50 30 min 
94 2 min 
PCR (40 ciclos) 
94 15 s 
55 30 s 
72 1.5 min 
Extensión final 72 10 min 
 
Se comprobó la generación de los fragmentos de ADN esperados corriendo un gel 
de agarosa al 2% teñido con G108 y se observó que aparecía una sola banda del 
tamaño esperado para cada sonda. 
Se generaron sondas marcadas con DIG (DIG RNA labeling mix, 10x con. Roche) 
siguiendo el protocolo que se detalla a continuación durante 2 horas a 37ºC. 
Componente Volumen µl 
100-200 ng de producto de PCR X 
Mix de marcaje de ARN con DIG 10x 2 
Tampón de transcripción 10x 2 
Polimerasa de RNA SP6 20U/µl 2 
RNasin 0,5 




 Se eliminó el ADN añadiendo DNase I durante 15 minutos a 37ºC. La reacción se 
paró añadiendo 2 µl de EDTA 0,2 M (pH 8.0). Las sondas obtenidas se purificaron 
usando el Kit RNeasy Micro (Qiagen). 
8.2. Hibridación in situ. 
Las gónadas conservadas en metanol 100% son rehidratadas en pasos consecutivos 
de 10 minutos en metanol 75%, 50% y finalmente en PBT 1x (PBS-Tween20). Las 
gónadas se blanquean con agua oxigenada al 6% durante una hora a temperatura 
ambiente. 
Para permitir el acceso de la sonda al tejido, las gónadas se incubaron con 
proteinasa K durante 1 minuto, parando la reacción con glicina. Las gónadas se lavaron 
con PBT 5 minutos dos veces y fijadas con PFA 4%-glutaraldehído 0,25% durante 20 
minutos a temperatura ambiente y en agitación. Posteriormente, se lavaron dos veces 
en PBT 5 minutos con agitación. Se incubaron con tampón de prehibridación para 
bloquear las uniones inespecíficas durante 2 horas a 65ºC en agitación. Se incubaron 
con la sonda durante la noche a 65ºC en agitación. A continuación, se retiraron las 
sondas y las gónadas se lavaron con tampón de posthibridación I (preparado en el 
momento) durante 3 minutos a 65ºC dos veces. Se lavaron con tampón de 
posthibridación II (preparado en el momento) durante 30 minutos 2 veces a 65ªC en 
agitación. Se lavaron con TBS durante 10 minutos 3 veces. Se bloquearon las uniones 
inespecíficas a DIG con solución de bloqueo. Las gónadas se incubaron durante la 
noche con anticuerpo anti-DIG en solución de bloqueo a 4ºC. Se lavaron las gónadas a 
fondo con TBST (TBS-Tween20) haciendo cambios del tampón cada hora durante 5 
horas y se dejaron lavando durante la noche a 4ºC y en agitación. Se acondicionaron 
las gónadas y se eliminó la actividad de la fosfatasa alcalina endógena con NTMT (NaCl 
100 mM, Tris-Cl pH 9,5 100 nM, MgCl2 50 mM, Tween20 1%) durante 10 minutos tres 
veces. Se reveló con BM-Purple a temperatura ambiente y en agitación durante el 
tiempo necesario para el desarrollo de color. Finalmente, se fijaron con PFA 4% y se 
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9. PCR cuantitativa. 
Se extrajo el RNA de las gónadas (incluyendo el mesonefros) de embriones 
siguiendo las especificaciones del Kit RNeasy Micro (Qiagen). Brevemente, se 
disgregaron las gónadas de cada embrión en Buffer RLT (buffer de lisis suministrado en 
el kit). El lisado es homogeneizado pasando el lisado al menos cinco veces por una 
jeringuilla con una aguja de 0,9 mm. Se añade un volumen de etanol al 70% al lisado y 
se deposita en una minicolumna de centrifugación (suministrada con el kit). Se 
centrifuga a ≥8000 x g y se descarta el sobrenadante. Se lava la minicolumna con 
buffer RW1 (suministrado con el kit) centrifugando 15 segundos a ≥8000 x g. Se trata la 
membrana de la minicolumna, que contiene los ácidos nucleicos con DNase I en buffer 
RDD (suministrado con el kit) para eliminar los restos de ADN. Se vuelve a lavar con 
buffer RW1. Se lava la minicolumna con buffer RPE (suministrado con el kit) y, 
posteriormente con etanol al 80%. Se centrifuga la minicolumna con la tapa abierta 
durante 5 minuto para secar la membrana a a ≥8000 x g. Finalmente, se colocan sobre 
la membrana 14 µl de agua libre de RNasas (suministrada con el kit) y se centrifuga 
durante 1 minuto para eluir el ARN en un volumen final de 12 µl. 
 Se sintetizó el ADNc con 100 ng de RNA usando el Kit High Capacity cDNA Reverse 
Transcription con RNase Inhibitor (Applied Biosystems). La cantidad de Sry y de 
Gadd45g fue cuantificada usando el ensayo de expresión de genes de Taqman 
Mm00441712_s1 para Sry y Mm00442225-m1 para Gadd45g (Applied Biosystems) en 
un termociclador MWG AG BIOTECH Primus 96. Todos los resultados fueron 
normalizados respecto al gen 18s (Fwd: 5’-GAGAAACGGCTACCACATCC-3’; RV: 5’-
GGGTCGGGAGTGGGTAAT-3’). Como controles negativos se usaron muestras de 
machos previas a la retrotranscripción y muestras de ADNc de hembras. 
10. Análisis estadístico. 
Se realizó la prueba t de Student de dos colas para calcular la significación 

















1. Gadd45g en el sistema inmunitario. 
1.1. Caracterización de los ratones deficientes en Gadd45g. 
El modelo murino deficiente en Gadd45g fue generado por los doctores J.M. 
Salvador y C. Hollander en un fondo genético mixto entre las cepas 129J y C57BL/6 
como se describe en (Johnen et al. 2013).  
La generación de ratones deficientes en Gadd45g permite explorar en profundidad 
el papel de este gen en el sistema inmunitario. Los datos publicados sobre Gadd45g 
indican su papel fundamental en el mantenimiento del sistema inmunitario y en la 
repuesta del mismo, y una mayor comprensión de su función podría ayudar en la 
prevención o tratamiento de diversas patologías. 
Los ratones Gadd45g-/- no presentan síntomas clínicos asociados de enfermedad 
durante su vida. Tanto machos como hembras deficientes en Gadd45g tienen una vida 
similar a la de los ratones control (wt) (Figura R1). Las hembras deficientes en Gadd45g 
son fértiles, como también lo son los machos heterocigotos. Sin embargo, los ratones 
machos deficientes en Gadd45g son estériles. 
 
Figura R1. Curva de supervivencia de ratones Gadd45g-/- y wt durante 30 meses. Gráfica de Kaplan 
Meier de ratones Gadd45g-/- y wt. Los ratones Gadd45g-/- tienen una vida media similar a los ratones wt. 




1.2.  Caracterización del fenotipo inmunológico. 
Se analizaron las distintas poblaciones del sistema inmunitario mediante citometría 
de flujo y anticuerpos específicos frente a marcadores celulares. Para ello, se 
estudiaron células de ratones wt y Gadd45g-/- jóvenes, de 4 a 8 semanas, y ratones 
adultos, de entre 6 y 12 meses, tanto macho como hembras. Estas edades nos 
permitieron analizar la evolución del sistema inmunitario con la edad. 
En primer lugar, se estudiaron las poblaciones celulares de nódulos linfáticos, bazo 
y timo ya que son los principales órganos del sistema inmunitario. Los nódulos 
linfáticos y el bazo permiten el estudio del sistema inmunitario periférico y, el timo el 
estudio de la generación de los linfocitos T. 
Se observó un aumento en el número de células presentes en los nódulos linfáticos 
de los ratones Gadd45g-/- de 6-12 meses respecto de los wt (51,6 ± 6,7 x 106 vs. 34,7 ± 
4,5 x 106 células). En el bazo no se observaron diferencias significativas ni en el tamaño 
ni en el número de células entre ambos genotipos. Sin embargo, en el timo de ratones, 
de 4-8 semanas, deficientes en Gadd45g se observó un mayor número de células 
respecto de los wt (320 ± 43,8 x 106 vs. 197 ± 29,3 x 106 células) (Figura R2). 
 
Figura R2. Número de células de nódulos linfáticos, bazo y timo de ratones Gadd45g-/- y wt. Se 
obtuvieron los nódulos linfáticos (12 nódulos linfáticos: maxilares, axilares, inguinales y mesentérico), 
bazo y timo de ratones Gadd45g-/- y wt, se disgregaron y se contó con el microscopio óptico el número 
de células mediante una cámara de Neubauer. Se representan los valores de la media ± error estándar 




Se estudió si la ausencia de Gadd45g tenía incidencia en las distintas poblaciones 
celulares de órganos linfáticos primarios y secundarios. Para ello, se analizaron, por 
citometría de flujo, las distintas poblaciones de linfocitos T (mediante los marcadores 
CD3, CD4 y CD8) y linfocitos B (mediante el marcador B220). No se observaron 
diferencias significativas en el porcentaje de las diferentes subpoblaciones de células T 
ni en nódulos linfáticos, ni en bazo. La ausencia de Gadd45g ocasionó una ligera 
disminución en el porcentaje de células B en los nódulos linfáticos de ratones de 4-8 
semanas respecto de los wt (21,1 ± 1,9 vs. 25,8 ± 1,2%) (Figura R3). 
 
Figura R3. Porcentaje de células T, CD3+, CD4+, CD8+ y células B (B220+) presentes en nódulos 
linfáticos y bazo de ratones wt y Gadd45g-/-. Se observó una disminución en el porcentaje de células B 
en nódulos linfáticos de ratones de 4-8 semanas. Se representan los valores de la media ± sem, n ≥ 4; t 
de Student. 
 
Se estudió el porcentaje de células activadas, linfocitos T reguladores y células de 
memoria en bazo y nódulos linfáticos. Estas poblaciones sufren cambios con la edad y 




analizaron las poblaciones de células activadas, tanto con activación tardía (CD25+) 
como temprana (CD69+) (Figura R4), células T reguladoras (CD4+CD25+FoxP3+) (Figura 
R5) y células de memoria, tanto efectora (CD44alto CD62Lbajo) como central (CD44alto 
CD62Lalto) (Figura R6). 
Dentro de las poblaciones activadas (CD25+ y CD69+), se observó una distribución 
similar entre los ratones Gadd45g-/-y los ratones wt. Se apreció un pequeño aumento 
en el porcentaje de las células con activación tardía en las células CD8+ en los nódulos 
linfáticos de los ratones Gadd45g-/- de 4-8 semanas respecto de los wt (0,7 ± 0,08 vs. 
1,13 ± 0,22%) (Figura R4).  
 
Figura R4. Porcentaje de células T activadas, por activación temprana (CD69+) o por activación 
tardía (CD25+). Se observa un incremento en las células CD8+ con activación tardía en los ratones 
Gadd45g-/- respecto de los wt. No se observaron diferencias en el resto de las poblaciones. Se 





Para la caracterización de las células T reguladoras, además del marcaje de 
moléculas de superficie, se realizó un marcaje intracelular del factor de transcripción 
característico de esta subpoblación celular, Foxp3. El porcentaje de las células T 
reguladoras está disminuido tanto en nódulos linfáticos como en el bazo de ratones 
deficientes en Gadd45g de 4-8 semanas (nódulos linfáticos: 2,1 ± 0,1%; bazo: 0,7 ± 
0,1%) respecto de los wt (nódulos linfáticos: 2,9 ± 0,1%; bazo: 1,3 ± 0,1%). Sin 
embargo, esta diferencia desaparece en los ratones de 6-12 meses (Figura R5). 
 
Figura R5. Porcentaje de linfocitos T reguladores (CD3+CD4+CD25+Foxp3+) presentes en nódulos 
linfáticos y bazo de ratones wt y Gadd45g-/-. Se observa una disminución en el porcentaje de LT 
reguladores en los ratones de 4-8 semanas deficientes en Gadd45g respecto de los ratones wt. Se 
representan los valores de la media ± sem, n ≥ 4; test estadístico, t de Student. 
 
Al estudiar las poblaciones de memoria, se encontró una disminución en el 
porcentaje de células que expresan el marcador de memoria CD44alto en superficie en 
los ratones deficientes en Gadd45g. Esta disminución es significativa en las células 
CD4+ de los nódulos linfáticos de los ratones en los dos grupos de edad estudiados 
(CD44+CD4+ en nódulos linfáticos: 6,7±0,9 vs. 3,6±0,3% y en bazo: 7,1±0,7 vs. 
4,8±0,1%). También se observó una disminución en el porcentaje de CD44+ de las 
células que expresan B220+ en nódulos linfáticos de ratones de 4-8 semanas y en bazo 





Figura R6. Porcentaje de células T y B que expresan CD44alto en nódulos y bazo de ratones wt y 
Gadd45g-/-. Se observa una disminución en el porcentaje de las poblaciones CD4+ y B220+ tanto en bazo 
como en nódulos linfáticos de ratones Gadd45g-/-. Se representan los valores de la media ± sem, n ≥ 4; 
test estadístico, t de Student. 
 
Al estudiar las poblaciones de memoria en más detalle, se observó una disminución 
en la memoria efectora (CD44altoCD62Lbajo) en células CD4+ en ratones de 6-12 meses 





Figura R7. Porcentaje de células de memoria central (CD44altoCD62LaltoCD25-) y efectora 
(CD44altoCD62LbajoCD25-) presentes en nódulos linfáticos y bazo de ratones wt y Gadd45g-/-. No se 
observan diferencias entre ratones wt y Gadd5g-/- en las poblaciones de memoria de ratones de 4-8 
semanas. Se observó una disminución en la memoria efectora de las células CD4+ en nódulos linfáticos 
de ratones de 6-12 meses. Se representan los valores de la media ± sem, n ≥ 4; test estadístico, t de 
Student. 
 
Se estudió la expresión de CD95 (conocida también como FAS), una molécula 
implicada en la muerte de las células T cuando ya no son necesarias tras una respuesta 
inmunológica y en el mantenimiento de la homeostasis. El estudio de la expresión de 
CD95 en ratones wt y Gadd45g-/- reveló que la ausencia de Gadd45g no afecta su 





Figura R8. Porcentaje de células que expresan el marcador de superficie CD95 presentes en 
nódulos linfáticos y bazo de ratones wt y Gadd45g-/-. No se observan diferencias en el porcentaje de 
células que expresan este marcador en ninguno de los grupos de edad ni en ninguno de los órganos 
examinados. Se representan los valores de la media ± sem, n ≥ 4; test estadístico, t de Student. 
 
1.3. Caracterización de las poblaciones celulares tímicas 
El timo es el órgano donde se generan los linfocitos T. Aquí tienen lugar los 
procesos de selección negativa y positiva que permiten que solo aquellos linfocitos 
que han ordenado correctamente su TCR y que no son autorreactivos lleguen al 
torrente sanguíneo para ejercer su función. La ausencia de otro miembro de la familia 
Gadd45, Gadd45a, provoca una hiperplasia de timo; sin embargo, para Gadd45g no se 
ha descrito ninguna función en el desarrollo tímico. Así, se analizó en detalle si la 
ausencia de Gadd45g podía afectar al desarrollo del timo.  
Se observó un mayor número de células en el timo de los ratones Gadd45g-/- de 4-8 
semanas (320±43,8 x 106 células) respecto de los ratones wt (197±29,3 x 106 células). 
Sin embargo, el timo involuciona de una manera similar a los wt llegando a un tamaño 
y número celular similar entre los 6-12 meses (Gadd45g-/-: 76,7±12,2 x 106vs. wt: 
70±9,7 x 106 células) (Figura R9).  
Se estudiaron las principales poblaciones tímicas formadas por las células que no 




que expresan ambos marcadores, las células dobles positivas (DP), y linfocitos simples 
positivos (SP), CD4+ o CD8+ naïve, que abandonarán el timo. No se observaron 
diferencias ni en células SP CD4+, CD8+, DP o DN en los ratones de 4-8 semanas; sin 
embargo, se observó un aumento del porcentaje de las células SP CD4+ (Gadd45g-/-: 
16,6±0,8 vs. wt: 13,4±0,6%) y una disminución de la DP (Gadd45g-/-: 36,2±1 vs. wt: 
38.7±0,6%) (Figura R9). 
 
Figura R9. Número de células y principales poblaciones presentes en el timo de ratones wt y 
Gadd45g-/-. Se observa un mayor número de células en los timos de ratones de 4-8 semanas respecto de 
los wt. En los ratones de 6-12 meses se aprecia un aumento en el porcentaje de células SP CD4+ y una 
disminución en el porcentaje de células DP. Se representan los valores de la media ± sem, n ≥ 4; test 





Durante la fase de timocitos DN, se lleva a cabo la reordenación de la cadena beta 
del TCR. Este es un proceso clave de generación de LT puesto que si no se da una 
correcta ordenación de esta cadena el timocito no puede seguir desarrollándose y 
muere. La β-selección se da sobre las DN1 a DN3 (Carpenter et al. 2010). Para analizar con 
más detalle estas poblaciones de timocitos DN, se realizó un marcaje con CD44 y CD25, 
que permite una clasificación en DN1 (CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-
CD25+) y DN4 (CD44-CD25-). No se observaron alteraciones de estas poblaciones en 
ninguno de los grupos estudiados (Figura R10). 
 
Figura R10. Poblaciones de células DN presentes en el timo. No se observan diferencias en estas 
poblaciones en los ratones Gadd45g-/- respecto de los wt. Se representan los valores de la media ± sem, 
n ≥ 4; test estadístico, t de Student. 
 
1.4. Estudio de Gadd45g en la función de las células CD4. 
1.4.1.  Gadd45g en la proliferación de células CD4+. 
Se analizó sí la ausencia de Gadd45g podría afectar a las funciones básicas de las 
células T. Para evaluar el papel de Gadd45g en la respuesta proliferativa, se activaron 
células de nódulos linfáticos y células T CD4+ purificadas de nódulos linfáticos en 
presencia de concentraciones crecientes de distintos estímulos mitogénicos: anti-CD3 
(αCD3, activación a través del TCR) solo o con IL2 y concanavalina A (ConA, que activa 
la célula por su capacidad de unión a azúcares de las glicoproteínas) y se determinó la 




resultados muestran, tanto en células aisladas de nódulos linfáticos como en células 
CD4+, que la ausencia de Gadd45g provoca un comportamiento hipoproliferativo de 
las células independientemente del estímulo utilizado. Esto indica que Gadd45g es un 
regulador positivo de proliferación de linfocitos T (Figura R11). 
 
Figura R11. Gadd45g es un regulador positivo de proliferación. Células totales de nódulos linfáticos 
o células CD4+ aisladas fueron tratadas con cantidades crecientes de ConA, αCD3 o αCD3 más IL2 
durante 48h, tras lo cual se añadió timidina tritiada al medio para medir la incorporación de la misma 
pasadas 18h. Se representan los valores de la media±sem de un experimento representativo de tres. 
 
1.4.2.  Estudio de la implicación de Gadd45g en la muerte inducida por 
activación (AICD) en células T CD4+ 
Uno de los procesos más importantes implicados en el mantenimiento de la 
tolerancia periférica es la AICD (Marsden et al. 2003). Para determinar si la falta de Gadd45g 
afecta a este proceso, células T CD4+ purificadas de nódulos linfáticos y bazo de 
ratones wt y Gadd45g-/- se mantuvieron en medio completo sin estímulo o se trataron 
con ConA o αCD3 durante 24, 48, 72 o 96 h. Para simular de una forma más específica 
la AICD, las células se trataron con una combinación de estimulación primaria con 




de αCD3 o ConA para inducir la muerte celular. La AICD es una muerte celular 
programada que sirve como mecanismo de mantenimiento de la tolerancia y la 
homeostasis del sistema inmunitario (revisado en (Green et al. 2003). Después de 24h, se 
recogieron las células y se analizó el porcentaje de células muertas por citometría de 
flujo con ioduro de propidio. No se observaron defectos en la AICD en las células 
deficientes en Gadd45g en comparación con las células wt (Figura R12). 
 
Figura R12. Gadd45g no es relevante en la AICD. Porcentaje de células T CD4+ muertas (en fase 
SubG1) de ratones wt y Gadd45g-/- sin estímulo durante 24h y con dos diferentes tratamientos 
inductores de muerte por activación: estimulación primaria con αCD3 (5 µg/ml) durante dos días y una 
secundaria también con αCD3 (10µg/ml) (αCD3/αCD3) o con ConA (10 µg/ml) (αCD3/ConA) durante 
otras 24h. Se representan los valores de la media ± sem, n ≥ 4; test estadístico, t de Student. 
 
1.5.  Estudio de la función de Gadd45g en células Th1, Th2 y Th17. 
1.5.1.  Gadd45g es necesario para la función de las células Th1. 
Para el estudio de la función de Gadd45g en las células Th1 (T helper 1), se aislaron 
células CD4+ de nódulos linfáticos y bazo. Se diferenciaron a Th1 durante 5 días con IL-
2, IL-12 y αIL-4. Se analizó la producción de IFNγ, IL-2 y TNFα tras estimulación de estas 
células Th1 de ratones wt y Gadd45g-/- con αCD3 solo o con coestimulación con αCD28 




ninguno de los estímulos, sin embargo, se observó una disminución estadísticamente 
significativa en la producción de IL2 y de TNFα cuando se estimularon las células con 
αCD3 solo o en combinación con αCD28 en los ratones deficientes respecto a los wt 
(Figura R13). 
 
Figura R13. Producción de citoquinas (IFNγ, IL-2 y TNFα) en células Th1 tras activación con 
diferentes estímulos (αCD3, αCD3 + αCD28 (CoEst)). No se observaron diferencias en la producción de 
IFNγ. Se observa una menor producción de IL-2 y TNFα cuando se estimulan las células con αCD3 o 
αCD3 + αCD28 (CoEst). Se representa la media y el error estándar de la media. El análisis estadístico se 
realizó con la t de Student.  
 
A la vista de estos resultados, se analizó la señalización intracelular de la cascada de 
MAPKs tras la estimulación de las mismas con αCD3 a diferentes tiempos. Se observó 
una menor activación de p38 y una mayor activación de JNK. No se observaron 






Figura R14. Western blot de células Th1 CD4+ wt y Gadd45g-/- activadas a diferentes tiempos 
con αCD3. Se observa una menor activación de p38 y un retraso en la activación de JNK. Se utilizaron 
p38, ERK y GADPH como controles de carga. Experimento representativo de 2. 
 
1.5.2. Gadd45g no es necesario para la función de las células Th2. 
Se diferenciaron células T CD4+ de ratones Gadd45g-/- y wt a células Th2 (T helper 2) 
de manera similar a como se ha comentado para las Th1. En este caso, se trataron las 
células durante 5 días con IL-4, IL-2 y αIL-12. Se estudió la producción de IL-4, IL-5 e IL-
10, tras activación con αCD3 durante 12 horas, sin observar ninguna diferencia entre 
los ratones deficientes y los wt (Figura R15). También se analizó la activación de la 
cascada de señalización de MAPKs sin observar ninguna diferencia entre los ratones 





Figura 15. Producción de IL4, IL5 e IL10 por células T CD4+ diferenciadas a Th2 estimuladas con 
αCD3. No se observan diferencias en la producción de IL4. Se representa media±sem, análisis estadístico 




Figura R16. Western blot de células T CD4+ wt y Gadd45g-/- diferenciadas a células Th2 y 
activadas a diferentes tiempos con αCD3. No se observan diferencias en la fosforilación de las distintas 
MAPKs analizadas. Se utilizaron ERK y GADPH como controles de carga. Experimento representativo de 
2. 
 
1.5.3. Gadd45g es necesario para la función de las células Th17. 
Se diferenciaron células T CD4+ de ratones Gadd45g-/- y wt a células Th17 de 
manera similar a como se ha comentado para las Th1 y Th2 pero tratando las células 
durante 5 días con TGFβ1, IL-6, IL-23, IL-2, αIL-4, αIL-12 y, αIFNγ Se analizó la 
producción de IL-17 tras ser estimuladas con αCD3 solo o con coestimulación con 
αCD28 (CoEst) durante 12 horas. Se observó un aumento de la producción de IL-17 por 
parte de las células Th17 procedentes de ratones Gadd45g-/- respecto de los ratones 





Figura R17. Producción de IL17 por células diferenciadas a Th17 con diferentes estímulos 
(αCD3, αCD3+ αCD28 (CoEst). Se observa un aumento de la producción de IL17 en células Gadd45g-/- en 
comparación con las células wt tras ser diferenciadas a Th17 y estimuladas con diferentes mitógenos. Se 
representa media±sem, análisis estadístico con t de Student (n=2). 
 
1.6. Gadd45g en el desarrollo tímico de los LT. 
Para el correcto funcionamiento del sistema inmunitario es muy importante que la 
generación de los linfocitos T en el timo ocurra de manera adecuada. En este proceso 
tiene un papel importante la correcta activación de las MAPK. Así, se estudió la 
cascada de señalización de las MAPKs simulando los procesos de selección positiva y 
selección negativa que tienen lugar en el timo usando diferentes concentraciones de 
αCD3. Una activación fuerte (10 µg/ml) que simula las condiciones de la selección 
negativa, y una activación débil (0,5 µg/ml) que simula la selección positiva. Para esto, 
se obtuvieron timocitos de ratones Gadd45g-/- y wt de un mes de edad, se activaron y 
se analizaron las MAPKs por western blot. En la activación débil, selección positiva, no 
se observaron diferencias significativas en la fosforilación de p38, pero sí una menor 
fosforilación de JNK. En la activación fuerte, selección negativa, se observó un 
descenso acusado en el mantenimiento de la fosforilación de p38, bajando de los 
niveles basales a 60 minutos de activación. Adicionalmente, se observó una menor 







Figura R18. Western blot y densitometría de células wt y Gadd45g-/- procedentes de timo 
activadas con dos concentraciones de αCD3 y a distintos tiempos simulando la selección positiva y la 
negativa. A) Western blot de células wt y Gadd45g-/-. En las células deficientes en Gadd45g se observan 
defectos en la fosforilación JNK tras la activación con 0,5 µg/ml (activación débil) y defectos en el 
mantenimiento de la fosforilación de p38, una activación más fuerte de ERK y una menor activación de 
JNK tras estimulación con 10 µg/ml (activación fuerte). B) Densitometrado del western blot de timocitos 











 2. Gadd45g en el desarrollo embrionario. 
Es muy poco lo que se conoce sobre la implicación de la familia Gadd45 en el 
desarrollo embrionario. En la bibliografía, existen datos sobre algunas funciones 
modestas de estas proteínas en el desarrollo del cerebro y en la somitogénesis; sin 
embargo, no se describe ningún fenotipo llamativo en el desarrollo embrionario de los 
ratones deficientes en estas proteínas. En este trabajo hemos abordado si la ausencia 
de Gadd45g en ratones puede afectar al correcto desarrollo embrionario. 
2.1. Reversión del sexo de ratones Gadd45g-/- XY. 
Durante la gestión de la colonia de ratones se observaron anomalías importantes en 
la proporción de ratones machos y hembras, así como en su capacidad de 
reproducción. El análisis del fenotipo sexual permitió observar la ausencia de ratones 
machos deficientes en Gadd45g en el fondo C57BL/6 y la presencia de genitales 
ambiguos (vagina imperforada, micropene y distancia anogenital anormal) en el fondo 
genético mixto 129J-C57BL/6. Esta observación nos llevó a iniciar un estudio 
descriptivo exhaustivo de los órganos sexuales de los ratones deficientes en Gadd45g.  
En una primera aproximación, se analizó en todos los ratones (indistintamente de 
su apariencia fenotípica) la presencia del cromosoma Y mediante la detección por PCR 
del gen Sry. Sorprendentemente, se encontró que un gran número del primer grupo de 
ratones analizados expresaba el gen Sry a pesar de tener un fenotipo femenino (Figura 
R19). En una segunda aproximación, se decidió analizar la integridad de los 
cromosomas sexuales en los ratones mediante hibridación in situ fluorescente (FISH, 
Figura R20). Esta técnica permitió confirmar que los cromosomas Y presentes estaban 
completos, descartándose la posibilidad de que se hubiera producido una traslocación 




 Figura R19. Presencia del gen Sry en ratones Gadd45+/+ y Gadd45-/- con fenotipo femenino. Se 
observa la presencia del gen Sry en ratones Gadd45g+/+ machos, su ausencia en Gadd45g+/+ hembras 
(XX-H) y su presencia en Gadd45g-/- fenotípicamente hembras (XY-H). La imagen corresponde a un gel de 
agarosa al 1% con el producto de PCR para el gen Sry obtenido a partir de DNA genómico aislado de la 
cola. Los números que aparecen en el primer carril de la izquierda corresponden al tamaño en número 
de bases de las bandas de peso molecular del ADN. Genotipo sexual: XY, XX. Fenotipo sexual: M 
(macho), H (hembra).  
 
 
Figura R20. FISH de ratones Gadd45+/+, machos y hembras, y Gadd45-/- con fenotipo femenino. Se 
observa la presencia del cromosoma Y (en rosa) completo en ratones Gadd45g-/- fenotípicamente 
hembras así como la presencia de un solo cromosoma X (en verde). 
 
En este punto nos planteamos que la ausencia de Gadd45g estaba produciendo un 
fenómeno de reversión sexual. De hecho, la clasificación sexual en mamíferos se 
puede establecer en base a tres criterios: a) el genético determinado por la dotación 
cromosómica, b) el gonadal, debido al desarrollo de testículos u ovarios en machos o 
hembras y c) el fenotípico, debido a la producción de hormonas que conduce a un 
desarrollo fenotípico masculino o femenino. La discrepancia entre el sexo genético con 
respecto al gonadal o fenotípico se conoce como reversión sexual. 
Por ello, el siguiente paso de nuestro estudio consistió en obtener datos 
cuantitativos de la frecuencia de los distintitos tipos de ratones (machos XY-M, 
hembras XX-F y ratones con apariencia de hembras y cromosomas masculinos XY-H) 
encontrados tanto en la colonia de ratones con fondo genético puro C57BL/6 como en 
la colonia de fondo mixto 129J-C57BL/6; incluyendo en la observación al menos a 300 
ratones de cada fondo. Como se puede observar en la figura R21B, la ausencia de 
Gadd45g origina que en el fondo genético 129J-C57BL/6 el 80% de los ratones XY 
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 nazcan con reversión del sexo de macho a hembra. Así mismo, en el fondo genético 
C57BL/6, el 100% los ratones Gadd45g-/- XY y el 3% de los Gadd45g+/- nacen con 
reversión del sexo de macho a hembra, es decir son hembras-XY (XY-H) (Figura R21A).  
 
 
Figura R21. Frecuencia de la reversión del sexo en ratones con distintos genotipos de Gadd45g en los 
fondos genéticos 129J-C57BL/6 y C57BL/6. Representación en porcentaje de la frecuencia de los 
diferentes tipos de ratones atendiendo a su apariencia externa y dotación cromosómica. A) En el fondo 
puro C57BL/6 y B) En el fondo mixto 129J-C57BL/6 (N, número de ratones).  
 
Profundizando en nuestro estudio decidimos hacer un análisis exhaustivo de la 
correlación entre los órganos sexuales externos e internos, así como de su 
funcionalidad analizada por histología. En la figura R22A y B, se muestran los órganos 
reproductores externos de ratones control macho y hembra. Se observa que la 
distancia anogenital es mayor en el macho control que en la hembra control. En el 
fondo genético C57BL/6, los órganos reproductivos externos de los ratones Gadd45g-/- 
XY (Figura R22C) son indistinguibles de los de las hembras Gadd45g+/+ (Figura R22B). La 
apariencia de los órganos reproductores internos de los Gadd45g-/- XY (Figura R22H) 
son similares a los de las hembras Gadd45g+/+ (Figura R22I), con un ovario, oviducto y 
útero perfectamente formados y de tamaño similar. El análisis histológico de las 
gónadas no reveló anomalías evidentes. Todos los cortes histológicos de ovarios de 
ratones Gadd45g-/- hembras-XY teñidos con hematoxilina/eosina presentan oocitos y 
folículos en diferentes estadios de desarrollo (Figura R22O, U). La presencia de cuerpos 
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 lúteos (Figura R22U) en todos los ovarios de ratones Gadd45g-/- XY indica que ha 
tenido lugar ovulación en los mismos. 
Sin embargo, en el fondo mixto 129J-C57BL/6 los órganos reproductores externos e 
internos de los ratones Gadd45g-/- XY muestran una amplia variedad de desórdenes de 
desarrollo sexual (DSD) que podemos clasificar en tres grupos. En el primero, los 
ratones muestran fenotipo y aparato reproductor masculino (XY-M), aunque los 
testículos son hipoplásicos (Figura R22D, J) y los ratones son infértiles. El análisis 
histológico muestra túbulos seminíferos hipoplásicos con espermatogénesis reducida e 
hiperplasia de células intersticiales (frecuente en infertilidad, Figura R22P). No se 
encontraron espermatozoides ni en el epidídimo ni en los vasos deferentes (Figura 
R22V). Los ratones del segundo grupo (XY-H, Figura R22E, K) tienen fenotipo y aparato 
reproductor femeninos. Estos ratones tienen órganos reproductores femeninos 
dotados de ovarios, oviductos y cuernos uterinos; aunque los ovarios contienen 
básicamente células intersticiales y folículos primarios, pero no otros estadios del 
desarrollo folicular (Figura R22Q, W). Todas las hembras-XY en las que se comprobó su 
fertilidad resultaron ser estériles. El tercer grupo (XY-intersexo, Figura R22F, L) 
consistía en ratones intersexo con órganos genitales externos bien masculinos, 
femeninos o ambiguos y órganos reproductores internos con características 
masculinas y femeninas simultáneamente. Por ejemplo, un lado del aparato 
reproductor desarrolló un testículo hipoplásico con epidídimo y vaso deferente (Figura 
R22L) y en el lado contrario desarrolló un ovario con oviducto y útero o un ovotestis 




Figura R22. Reversión del sexo XY completa o parcial de ratones Gadd45g-/- en el fondo puro 
C57BL/6 o mixto 129J-C57BL/6. A-F. Genitales externos, G-L. Órganos reproductores internos 
(magnificación 8x) y M-X. Tinciones con hematoxilina/eosina de cortes de gónadas o epidídimos de 
ratones Gadd45g-/- o Gadd45g+/+ adultos. Los órganos reproductores externos e internos (C, I) de 
ratones Gadd45g-/- XY en el fondo puro (XY-H) son morfológicamente indistinguibles de las hembras 
control (B, H). Los ovarios de las hembras-XY teñidos con hematoxilina/eosina parecen normales 
contienen oocitos y folículos en diferentes estados de maduración (O), incluyendo folículos antrales con 
oocitos (U). Se encontraron cuerpos lúteos en los ovarios de hembras-XY y hembras-XX (N, O, T, U). En 
los ratones Gadd45g-/- XY en el fondo mixto 129J-C57BL/6 se observó un gran rango de desórdenes del 
desarrollo sexual (DSD) que pueden dividirse en tres grupos: 1. Machos-XY infértiles (D) con fenotipo y 
órganos reproductores internos y externos masculinos (J; testículos, epidídimos, vasos deferentes y 
vesícula seminal [no mostrada]) con testículos hipoplásicos (comparar J con G). Los túbulos seminíferos 
mostraban una espermatogénesis reducida e hiperplasia de células intersticiales (P), y no se observaron 
espermatozoides ni en el epidídimo (V) ni en el los vasos deferentes. 2. Hembras-XY infértiles (E) con 
órganos reproductores internos femeninos (ovarios, oviductos, útero) (K), aunque, los ovarios solo 
contenían folículos primordiales y células intersticiales (Q, W). 3 Ratones intersexo-XY (F) con 
características femeninas y masculinas simultáneamente. Los órganos externos eran masculinos, 
femeninos o ambiguos (F); por ejemplo, un testículo hipoplásico con epidídimo y vasos deferentes (L) y 
en el lado contrario desarrollaban un ovario hipoplásico con oviducto y útero (L, R, X). Magnificación: 5x 




 2.2.  Análisis de la distribución de los sexos en las colonias deficientes 
en Gadd45a, Gadd45b, Gadd45g y dobles deficientes. 
Dada la importancia de Gadd45g en determinación del sexo, se decidió analizar si 
también los otros dos miembros de la familia (Gadd45a y Gadd45b) compartían esta 
función. Para ello, se cruzaron ratones Gadd45a+/-, Gadd45b+/- y Gadd45g+/-, entre 
ellos, y se estudió su descendencia durante varias generaciones en un fondo mixto 
129J-C57BL/6. Se analizó la presencia del gen Sry por PCR en todos los ratones con 
fenotipo femenino, estableciendo dos grupos: uno de hembras que lo eran fenotípica y 
genotípicamente (es decir XX-H) y otro de ratones que presentaban fenotipo femenino 
y genotipo masculino (es decir XY-H). Se observó que la descendencia de los ratones 
deficientes únicamente en Gadd45a o Gadd45b es la esperada y, por tanto, no hay 
reversión del sexo ya que todos los ratones hembras fenotípicamente lo eran también 
genotípicamente. Del mismo modo, la haploinsuficiencia de Gadd45g (+/-) en 
combinación con la deficiencia de Gadd45a o Gadd45b origina una descendencia 
normal. Sin embargo, la descendencia en la que Gadd45g está ausente (-/-) presenta 
reversión del sexo superior al 30% de las hembras que genotípicamente son machos 
(XY-H), independientemente de la presencia de Gadd45a o Gadd45b en deficiencia 
total o parcial (Tabla R1). Estos resultados nos indican que solo Gadd45g es relevante 
en la determinación del sexo y que, a pesar de la similitud con los otros dos miembros 




Tabla R1. Gadd45a y Gadd45b no desempeñan ningún papel en la determinación del sexo 
 
2.3. Análisis de la expresión de Gadd45a, Gadd45b y Gadd45g en 
gónadas embrionarias. 
Nos planteamos confirmar estos datos de forma alternativa, analizando si existía 
una expresión diferencial de las proteínas Gadd45 en gónadas embrionarias durante el 
periodo de determinación del sexo. Para ello, se generaron sondas específicas de ADN 
para la longitud completa del ARN de cada una de las isoformas de Gadd45. Se extrajo 
el ARN de embriones y se obtuvo el ADNc usando primers específicos. A partir de este 
ADNc se obtuvieron sondas de ADN marcadas con DIG con la que se realizaron 
hibridaciones in situ de gónadas completas control Gadd45g+/+ obtenidas de 
embriones a los días críticos de determinación del sexo (11.5-12.5 dpc). Detectamos 
una expresión clara de Gadd45g en gónadas, expresión que además es tejido-
específica, ya que no se detectó en el mesonefros. Sin embargo, la expresión de 






Figura R23. Gadd45g se expresa en las gónadas durante el período crítico de la determinación 
sexual. Hibridación in situ con sondas específicas para Gadd45a, Gadd45b y Gadd45g de gónadas 
completas entre 11,5 y 12,5 dpc. 
 
Nuestros resultados correlacionan bien con los datos de microarrays publicados en 
la base de datos GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). En esta web, aparecen 
análisis de células precursoras de células somáticas de soporte (que, posteriormente, 
darán lugar a células de Sertoli y de la granulosa) en las que no se observa expresión ni 
de Gadd45a ni de Gadd45b. Sin embargo, la expresión de Gadd45g claramente 
aumenta entre 10.5 y 11.5 dpc (Figura R24). 
 
Figura R24. Cuantificación relativa de la expresión de los miembros de la familia Gadd45 en células 
somáticas precursoras purificadas. Representación de los niveles de expresión relativos de Gadd45a, 
Gadd45b y Gadd45g durante el periodo crítico de la determinación del sexo (11.5-12.5dpc). Datos 




 2.4.  Análisis de la expresión de Gadd45g en las gónadas 
embrionarias. 
Nos planteamos como hipótesis una posible expresión diferencial de Gadd45g en 
gónadas masculinas y femeninas durante el período de determinación del sexo. Para 
responder a esta pregunta realizamos retrotranscripción-PCR cuantitativa (qRT-PCR) 
con el ARNm obtenido de gónadas embrionarias. El resultado obtenido (Figura R25) 
indicó que el patrón de expresión de Gadd45g no es dimórfico (es decir, no es 
diferente en los dos tipos de gónadas) y, además, alcanza niveles máximos de 
expresión, tanto en gónadas XX como en gónadas XY, en el momento en el que tiene 
lugar la determinación primaria del sexo (11.5 dpc = 18 somitos de la cola).  
 
 
Figura R25. Expresión similar de Gadd45g en las gónadas de embriones XX y XY. Análisis por qRT-PCR 
de la expresión de Gadd45g en gónadas unidas al mesonefro de embriones control a distintos tiempos 
de desarrollo, entre los 8 y los 33 somitos de la cola. La expresión de Gadd45g es similar en gónadas de 







 2.5. Análisis de marcadores tempranos de diferenciación testicular en 
ratones Gadd45g+/+ y Gadd45g-/- de fondo genético C57BL/6. 
Nos planteamos investigar si la ausencia de Gadd45g afectaba a mecanismos 
moleculares clave de señalización, durante la ventana de diferenciación sexual. 
Mediante microscopia confocal se realizaron cortes ópticos de gónadas completas de 
embriones de ratón de entre 12.5 y 13.5 dpc. Los resultados obtenidos (Figura R26) 
indicaron que en las gónadas XY, la línea celular somática de soporte (pre-Sertoli) 
expresa SRY que induce la expresión de SOX9 (Figura R26A, D, G, J) que da lugar a la 
diferenciación de células de Sertoli y a la diferenciación testicular. Además, a 13.5 dpc 
las células de Sertoli diferenciadas producen la hormona anti-Mülleriana (AMH) (Figura 
R26G, J) que inhibe el desarrollo de los conductos de Müller en el embrión masculino. 
Como consecuencia, la producción de testosterona por los testículos dirigirá el 
desarrollo de los conductos de Wolff hacia la formación de los epidídimos, vasos 
deferentes y vesículas seminales. Sin embargo, en las gónadas XX la ausencia de la 
expresión de SRY, provoca una bajada en la expresión de SOX9 (Fig. R26B, E, H, K) y 
activa el programa de genes específico de las hembras, dando lugar a la diferenciación 
de la línea celular de soporte hacia células de granulosa, necesarias para el desarrollo 
de los oocitos. En el caso de las gónadas Gadd45g-/-, a 11.5 dpc se observó una 
ausencia casi completa de células que expresaran SOX9 (Figura R26C, F) comparado 
con su presencia en las gónadas control. Además, no se observó formación de 






 Figura R26. Bloqueo en la diferenciación de células de Sertoli y en la formación de cordones 
testiculares en gónadas Gadd45g-/- XY. A-L) Microscopia confocal de gónadas C57BL/6 teñidas para los 
marcadores SOX9 (núcleo, azul) y AMH (citoplasma, rojo) de células de Sertoli, y un marcador de células 
endoteliales y germinales, PECAM1 (membrana, verde). A) Desde 12.5 dpc, las gónadas masculinas 
pueden distinguirse morfológicamente de las femeninas. B) Ausencia de cordones testiculares que 
contienen células de Sertoli que expresan SOX9. C) En las gónadas Gadd45g-/- XY se expresa de forma 
transitoria SOX9 en un pequeño número de células a 12.5 dpc. D-F) y J-L) son detalles de las imágenes 
superiores. G) A 13.5 dpc, en las gónadas masculinas, todas las células germinales se encuentran dentro 
de los cordones testiculares rodeadas por una capa de células de Sertoli que expresan SOX9 y AMH. H-I-
K-L). No se observa formación de cordones testiculares ni expresión de AMH en gónadas Gadd45g+/+ XX 
(H, K) ni en Gadd45g-/- XY (I, L). 
 
2.6.  Gadd45g es necesario para la expresión de SRY y el desarrollo de 
testículos. 
A continuación, analizamos si la ausencia de Gadd45g podía afectar la regulación de 
la expresión de Sry. Para ello comparamos su expresión por qRT-PCR en gónadas 
Gadd45g-/- XY y gónadas XY control (Figura R27A). Nuestros resultados indicaron una 
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 fuerte inhibición de la expresión de Sry en las gónadas de 18 somitos de la cola de 
embriones Gadd45g-/- (hasta niveles cercanos al límite inferior de detección). En los 
ratones Gadd45g+/- se detectó un retraso en la expresión de Sry que alcanzó, sin 
embargo, niveles similares al de las gónadas control entre los 19 y 20 somitos de la 
cola (Figura R27B). Estos resultados indican que Gadd45g es imprescindible para una 
correcta expresión del gen Sry, que es el responsable del inicio de las señales que 
llevarán a la formación de testículos y, como consecuencia, de la generación de 
individuos con características masculinas.  
 
 
Figura R27. Inhibición de la expresión de Sry en las gónadas Gadd45g-/--XY. Análisis por qRT-PCR de 
la expresión de Sry en gónadas XY Gadd45g+/+, Gadd45g-/+ y Gadd45g-/- entre 11 y 24 somitos de la cola. 
A) Representación del número de copias del gen Sry. B) Análisis comparativo de los niveles de expresión 
de Sry en los períodos entre 17-18 y 19-20 somitos de la cola en ratones Gadd45g+/+, Gadd45g-/+ y 















1. Gadd45g en el sistema inmunitario. 
La relevancia de la familia Gadd45 en el sistema inmunitario ha sido ampliamente 
estudiada, sobre todo en lo referente a Gadd45a y Gadd45b. Ambos miembros han 
sido caracterizados como claves en la inmunidad innata teniendo en cuenta su 
implicación en la diferenciación, proliferación y función de células mieloides. La 
diferenciación in vitro de células de médula ósea deficientes en Gadd45a o Gadd45b a 
macrófagos y granulocitos resulta en un número menor de estas células en 
comparación con células control (Gupta et al. 2006). Además, en un estudio en el que se 
inyectó LPS intraperitonealmente a ratones deficientes en Gadd45b resultó un menor 
reclutamiento de macrófagos, asociándose a una menor activación de la MAPKs p38 y 
JNK (Salerno et al. 2012). En lo referente a la inmunidad adaptativa, la mayor parte de los 
estudios han sido realizados en células T, aunque cabe destacar que Gadd45b se 
expresa en células B tras estimulación a través de la molécula coestimuladora CD40 
(Zazzeroni et al. 2003). Gadd45b también se expresa en células NKT, aunque su función no 
está bien caracterizada (Harada et al. 2004). Las células dendríticas derivadas de médula 
ósea expresan los tres miembros de la familia Gadd45 y, de hecho, las células 
dendríticas deficientes en Gadd45a producen menos citoquinas de tipo Th1 
relacionado con una menor activación de p38 en éstas células (Jirmanova et al. 2007). Las 
células dendríticas deficientes en Gadd45b responden produciendo menos IFNγ en 
respuesta a LPS (Lu et al. 2004). Se ha visto que Gadd45b y Gadd45g son relevantes en la 
función de células Th1 puesto que la ausencia de cualquiera de ellos desemboca en un 
menor producción de citoquinas y una peor respuesta en ensayos de hipersensibilidad 
por contacto (Hoffmeyer et al. 2001, Lu et al. 2001, Ju et al. 2009). Muchos de estos efectos son 
debidos al efecto de los miembros de la familia Gadd45 sobre la ruta de señalización 
de p38 principalmente. Sin embargo, mientras que Gadd45b y Gadd45g actuarían 
positivamente sobre la activación de p38 en células T activando la MEKK4 (MAP3K4), 
Gadd45a actúa bloqueando la fosforilación de la misma en la Tyr323 por ZAP70 en una 
activación alternativa a través del TCR (Salvador et al. 2005, Salvador et al. 2005). Todos estos 




inmunitario. Además, Gadd45g se induce por una de las citoquinas principales en la 
respuesta inmune, la IL-2 (Beadling et al. 1993). Se ha descrito la disrupción de la expresión 
de Gadd45g, por metilación de su promotor, en varios tipos de tumores como tumor 
de tiroides anaplásico (Chung et al. 2003), adenoma de pituitaria (Zhang et al. 2002) o cáncer de 
próstata (Flores et al. 2010), entre muchos otros (Ying et al. 2005) (Zhang et al. 2010); y Gadd45g ha 
sido descrito como un gen importante en la respuesta adaptativa a tumores (Ju et al. 
2009). Por todo ello, se decidió realizar un estudio en profundidad de la función de 
Gadd45g en el sistema inmunitario. 
Nosotros llevamos a cabo un análisis detallado de las diferentes poblaciones 
celulares, a diferentes edades y en los dos sexos, de nódulos linfáticos, bazo y timo. 
Primeramente, destacar que se observó un aumento en la celularidad del timo de los 
ratones de 4-8 semanas deficientes de Gadd45g en comparación con los ratones wt. La 
señalización de la cascada de las MAPKs es clave en los procesos de selección positiva y 
negativa que tienen lugar en el timo. En concreto, en selección negativa, p38 y JNK son 
las principales quinasas implicadas (Rincon et al. 1998, Sugawara et al. 1998). Se ha visto en 
ensayos con inhibidores específicos de p38 y en ratones deficientes en JNK1 y JNK2, 
que un fallo en la señalización en estas proteínas provoca un fallo en selección 
negativa y por tanto la aparición de linfocitos T autorreactivos que pueden llevar a la 
aparición de enfermedades de tipo autoinmune. En nuestros ratones, la ausencia de 
Gadd45g parece provocar un defecto en la selección negativa, como se desprende de 
la menor activación de p38 y JNK en los ensayos in vitro de activación de timocitos y 
que provocaría que células que deberían ser eliminadas sean mantenidas dando como 
resultado un aumento de número de células presentes en el timo. Este aumento de 
celularidad del timo desaparece en los ratones de 6-12 meses siendo, en éstos, similar 
a la de los ratones wt. En los ratones de 6-12 semanas no se observa un aumento de 
celularidad pero sí una alteración en los porcentajes de las poblaciones CD4 simples 
positivas y de las DP; habría un desequilibrio hacia las CD4 SP consecuencia del fallo en 
la selección positiva y negativa observada que se produce en las DP y que produciría 
una disminución de éstas. Esto podría llevar a la generación de un repertorio anormal 
de linfocitos T que en determinadas condiciones microbiológicas y, según el elenco de 
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, podrían desarrollar 
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 enfermedades autoinmunes y alteraciones en la respuesta a infecciones. Sería 
interesante investigar más a fondo este efecto, que espontáneamente se revierte en 
los adultos, y que no parece causar ninguna enfermedad en condiciones normales. De 
modo que parece que en timocitos deficientes en Gadd45g existe un fallo en la 
activación de las MAPKs ya desde su generación lo que podría explicar la menor 
producción de citoquinas por estas células en la periferia en comparación con las wt 
aunque muchos serían autorreactivos y reconocerían antígenos propios no serían 
capaces de realizar una respuesta efectiva a ellos.  
La apoptosis inducida por activación de células T (AICD) es un proceso clave en la 
resolución de una respuesta inmune. En los estudios realizados en ratones se ha 
implicado a Gadd45b en el proceso de apoptosis bien como inhibidor de la misma 
bloqueando MKK7 (Papa et al. 2008) (Tornatore et al. 2008) o bien como inductor activando 
MEKK4 (MAP3K4) (Takekawa et al. 1998). Estudios en nuestro laboratorio apoyan la función 
de Gadd45b como inductor de apoptosis en ensayos de AICD en células T activando la 
MEKK4 y su cascada de señalización. En nuestro estudio, la ausencia de Gadd45g no 
afecta a la AICD de células T, en línea con lo observado en estudios realizados en 
ratones deficientes en Gadd45a (Salvador et al. 2005).  
Los células deficientes en Gadd45g muestran un comportamiento hipoproliferativo 
que podría deberse a la que la ausencia de GADD45g impediría la activación de 
MAP3k4 y de sus sustratos p38 y JNK (Takekawa et al. 1998), lo que coincidiría con lo 
encontrado también en el timo. En este punto, Gadd45g se diferencia de manera 
importante de los otros miembros de la familia, puesto que tanto la ausencia de 
Gadd45a como de Gadd45b provocan un aumento de la proliferación de las células. 
Esta diferencia puede ser debida a una preferencia por estas dos proteínas por la 
interacción con proteínas relacionadas con el control del ciclo celular como p21 
(Vairapandi et al. 1996, Azam et al. 2001) o con el complejo Cdk1/CiclinaB1 inhibiendo su 
actividad quinasa y bloqueando la progresión del ciclo (Zhan et al. 1999) de manera que la 
función que prevalezca sea la estimuladora en el crecimiento celular. Por tanto, el 
efecto de las proteínas de la familia Gadd45 varía dependiendo de las condiciones en 




La disminución de proliferación observada en los ratones deficientes de Gadd45g de 
6-12 semanas daría lugar a una disminución en el porcentaje de células T reguladoras 
inducidas. Como lo observado es una disminución en el porcentaje de células T 
reguladoras en nódulos linfáticos y bazo de los ratones de 4-8 semanas, parece ser que 
esta disminución sería de las células T reguladoras naturales que se originan en el 
timo. Habría que utilizar otros marcadores como la Neuropilina-1 (para Treg naturales) 
o Hellios (para Treg inducidas) para poder confirmar esta conclusión y conocer así cuál 
de las dos poblaciones es la alterada. Los defectos de generación en el timo y la 
deficiente proliferación tienen consecuencias no solo en la función de las células sino 
también en su diferenciación a otros subpoblaciones celulares.  
Una de las consecuencias de la falta de proliferación de los ratones deficientes es la 
falta de generación de células de memoria efectora y, así, se observa en la disminución 
del porcentaje de las células CD4 de memoria efectora en los nódulos linfáticos de los 
ratones de 6-12 semanas.  
Dentro de las células efectoras, existen varios tipos de subpoblaciones de células 
dentro de las células CD4+. Las células Th1, Th2 y Th17 son importantes para la 
eliminación de patógenos intracelulares, helmintos y, bacterias y hongos 
extracelulares, respectivamente. La alteración de las células Th1 y Th17 también está 
involucrada en el desarrollo de enfermedades autoinmunes, mientras que las 
alteraciones en las células Th2 contribuyen a las respuestas alérgicas (Zhu et al. 2008) 
(revisado en (Zhu et al. 2010)). Se estudió la función de estas células en ratones deficientes 
para Gadd45g y wt. Para ello, se diferenciaron células CD4+ in vitro. Se observó una 
menor producción de IL2 y una menor producción de TNFα aunque no significativa. La 
menor producción de IL2, por parte de las células Gadd45g-/-, podría contribuir a la 
menor proliferación observada previamente. Para profundizar en estos resultados, 
analizamos la activación de las MAPKs tras activación de las células con αCD3 a varios 
tiempos observándose una menor activación de p38 y mayor activación de JNK, lo cual 
se correlaciona con estudios publicados en los que la activación de p38 es clave en la 
activación de células T naïve pero no la JNK (Zhang et al. 1999). En otros estudios realizados 
en células Th1 diferenciadas in vitro, se observó una menor producción de IFNγ (Lu et al. 
2001) y también una menor activación de p38 y JNK. En células THP-1 (línea celular de 
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 monocitos) se ha visto que Gadd45g está implicado en la producción de TNFα e IL6 
tras estimulación con LPS y que es necesario para la actividad de JNK (Shin et al. 2012) Las 
diferencias en la producción de citoquinas podrían deberse a las distintas condiciones 
de diferenciación y de medición de las citoquinas. El hecho de que Gadd45g sea más 
relevante en la función de las células Th1 que en las Th2 puede explicarse teniendo en 
cuenta que Gadd45g se expresa con mayor intensidad en las primeras, porque su 
inducción es a través de IL2 que es la citoquina que da lugar a este tipo celular. 
Además, p38 no desempeña una papel importante en las células Th2 (Rincon 1998)  y por 
tanto la menor activación de p38 en células deficientes en Gadd45g no tiene un efecto 
relevante en este tipo celular. Con esto queda de manifiesto la importante función de 
Gadd45g en la función de las células Th1. 
En células CD4+ diferenciadas a Th17 in vitro, observamos una mayor producción de 
IL17 tanto en células Gadd45g-/- estimuladas con αCD3, como con αCD3 y αCD28. Las 
células Th17 están relacionadas con protección contra patógenos extracelulares e 
implicadas en la progresión de enfermedades autoinmunes (revisado en (Bettelli et al. 
2007)). Se ha visto que ratones deficientes en IL17 o tratados con antagonistas de la 
misma son resistentes al desarrollo de artritis inducida con adyuvantes; también 
desarrollan de manera más tardía y con menor severidad encefalomielitis 
experimental autoinmune (EAE). Se ha estudiado el desarrollo de EAE en ratones 
deficientes en Gadd45b, en este modelo, a pesar de esperarse un desarrollo más leve 
de la enfermedad, los ratones Gadd45b-/- desarrollan una versión exacerbada de la 
enfermedad en comparación con ratones control (Liu et al. 2005). Sin embargo, en 
estudios de inducción de artritis con colágeno, los ratones Gadd45b-/- desarrollaron la 
enfermedad de manera más leve en comparación con los ratones control (Luo et al. 2011). 
En este estudio se analizó la diferenciación in vitro de células obtenidas de nódulos 
linfáticos tras inmunización con colágeno a Th17 sin observarse diferencias entre 
ratones deficientes y control; sin embargo, tras cultivar células de nódulos linfáticos y 
bazo tras inmunización con colágeno de células deficientes en Gadd45b y control, se 
observó una menor producción de IL-17 por parte de las células deficientes en 
comparación con células control. Además, se observó una mayor producción de la 




ratones Gadd45b-/-. Parece que el efecto de Gadd45b en este tipo de enfermedades 
depende del modelo. Sería interesante analizar el papel de Gadd45g en este tipo de 
enfermedades, puesto que en principio esperaríamos obtener enfermedades con un 
desarrollo más exacerbado en ratones deficientes en Gadd45g teniendo en cuenta los 
resultados en células Th17, pero podrían encontrarse atenuadas si el efecto observado 
predominara una respuesta Th1, que en los ratones Gadd45g-/- se encuentra afectada. 
En resumen, los ratones Gadd45g-/- presentan leves anormalidades en el sistema 
inmunitario que apuntan a un papel fundamental de Gadd45g en la generación de 
timocitos y en el desarrollo de la repuesta efectora hacia las células Th1 y Th17. Este 
papel sería por su interacción con las proteínas de la cascada de activación de las 
MAPKs importantes para la selección positiva y negativa, y para el desarrollo de los 
linfocitos Th1. Sería conveniente realizar ensayos de inducción de enfermedad, como 
inducción de artritis o EAE, o diferentes tipos de infección. A la vista de estos 
resultados, Gadd45g podría estar implicado en un peor pronóstico en enfermedades 
de tipo inflamatorio debido a su implicación en las respuestas Th1 y Th17. Además, 
también podría estar implicado en una respuesta insuficiente frente a patógenos 
debido a la menor producción de IL2 que podría repercutir en una menor proliferación 
y que, finalmente, podría causar una disminución en la generación de células efectoras 
y células de memoria, como podría indicar el descenso en células de memoria que 
observamos en los ratones adultos. Gadd45g parece ejercer una función más 





Figura D1. Funciones en las que Gadd45g tiene un papel clave. Gadd45g es necesario para que los 
procesos de selección positiva y negativa tengan lugar correctamente. Gadd45g es un regulador positivo 
de proliferación. La ausencia de Gadd45g provoca una menor frecuencia de células Treg. Gadd45g es 
necesario para la función de los linfocitos Th1. La ausencia de Gadd45g provoca una activación 







 2. Gadd45g en el desarrollo embrionario. 
La determinación del sexo responde a un complejo programa de expresión génica 
que culmina con la generación de una gónada bien diferenciada y el desarrollo de las 
características fenotípicas típicas de cada sexo. Muchos de los genes implicados en 
este proceso se han conocido gracias al estudio de individuos con problemas de 
fertilidad y fenotipos sexuales atípicos. De hecho, la infertilidad ha supuesto una 
dificultad añadida en las investigaciones al impedir establecer pedigrís para localizar 
las mutaciones genéticas que causan los fenotipos anómalos. Sin embargo, algo 
positivo en el abordaje de la determinación del sexo es su elevada conservación entre 
humanos y modelos murinos. Esto ha permitido disponer de diversos modelos murinos 
de enfermedad debidos a anomalías en la diferenciación sexual durante el desarrollo 
embrionario. En algunas ocasiones, el descubrimiento de los genes involucrados en la 
determinación del sexo ha sido accidental, es decir, resultado colateral de estudiar en 
ratones la deficiencia causada por genes asociados inicialmente en exclusiva a otras 
funciones. En nuestro caso hemos analizado los ratones deficientes en Gadd45g 
esperando el desarrollo espontáneo de patologías autoinmunes o cáncer, pero no 
sospechábamos su relevancia en la determinación del sexo y el desarrollo de gónadas 
masculinas.  
Dentro del relativo desconocimiento sobre el papel de la familia de proteínas 
Gadd45 en desarrollo embrionario, se ha atribuido a las isoformas Gadd45a y Gadd45g 
una función en el desarrollo del cerebro favoreciendo la diferenciación neuronal 
(Kaufmann et al. 2011). Sin embargo, quedan aún por resolver multitud de preguntas. En 
este trabajo, nosotros aportamos luz sobre la relevancia de cada uno de los tres 
miembros de la familia Gadd45 en el desarrollo gonadal y la determinación del sexo.  
Tras estudiar una colonia de más de 600 ratones deficientes en Gadd45a y/o 
Gadd45b en combinación con deficientes para Gadd45g, podemos concluir que 
Gadd45a y Gadd45b son completamente dispensables durante la determinación del 
sexo. Su ausencia no causa ninguna alteración en la frecuencia de nacimientos de 
ratones de ambos sexos y su presencia no se detecta en el periodo crítico de 
determinación sexual en gónadas de ratones silvestres. Por el contrario, podemos 




desarrollo de gónadas sexuales masculinas. De hecho, su ausencia provoca el 
mantenimiento por defecto del programa sexual para el desarrollo de gónadas 
femeninas y, por tanto, la generación de ratones únicamente con fenotipo femenino. 
Este efecto no solo es claramente visible en ratones con fondo genético C57BL/6 (para 
los que se ha descrito una mayor sensibilidad a defectos en la cascada de 
determinación del sexo masculina), sino que las anomalías también se detectan en 
ratones con otros fondos genéticos (como el mixto 129-C57BL/) 
La expresión de Gadd45g comienza alrededor del tiempo en el que los embriones 
de ratón presentan 8 somitos en la cola, tanto en gónadas masculinas como 
femeninas, y aumenta hasta alcanzar el máximo nivel al tiempo de los 18 somitos de la 
cola, para luego decaer progresivamente. Hemos observado que la expresión de 
Gadd45g precede en el tiempo a la expresión del gen Sry (Hacker et al. 1995, Bullejos et al. 2001, 
Hiramatsu et al. 2009). Este hecho sugiere que la presencia de GADD45g podría ser necesaria 
para la expresión de Sry. De hecho, así lo hemos demostrado puesto que en los 
ratones XY deficientes en Gadd45g no se detecta al tiempo esperado la expresión del 
gen Sry; ni tampoco, como consecuencia, se detecta la expresión posterior de Sox9 o 
Amh. Además, destacamos de nuestro estudio la observación de que no existe una 
expresión diferencial de Gadd45g entre machos y hembras, a pesar de que Gadd45g 
solo es necesario para el programa de diferenciación masculino y su ausencia no 
provoca ningún defecto en el desarrollo femenino. Gadd45g, a pesar de ser necesario 
para la expresión de Sry, se podría expresar por igual en ambos sexos por ser también 
necesario para el establecimiento de la gónada bipotencial como ocurre con genes 
como M33 (Cbx2 (Katoh-Fukui et al. 1998, Katoh-Fukui et al. 2011)), Sf1 (Luo et al. 1995, de Santa Barbara et 
al. 2001) y Wt1(+KTS) (Hossain et al. 2001), cuya ausencia provoca en muchos casos una 
reversión del sexo parcial o total y un desarrollo anómalo de las gónadas. Así mismo, 
se ha descrito otro tipo de proteínas, como GATA4 y FOG2 (Tevosian et al. 2002), que son 
necesarias tanto para el desarrollo testicular como para el desarrollo ovárico, o bien el 
caso de AMH, cuya expresión es necesaria para la regresión de los conductos de Müller 
en el desarrollo masculino pero también en el ovario adulto y la foliculogénesis (da Silva 
et al. 2010). Sin embargo, la clasificación de Gadd45g es excepcional porque no influye en 
el establecimiento de la gónada bipotencial y su ausencia permite la generación de 
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 ovarios bien formados y aparentemente funcionales (con folículos en distintos estadios 
de desarrollo y cuerpos lúteos que indican que ha tenido lugar ovulación) incluso en 
individuos XY. Igualmente, parece exclusivo de Gadd45g, que a pesar de causar el 
problema de la reversión del sexo, no parece provocar ninguna otra patología 
aparente; mientras que en la mayoría de casos de reversión sexual, aparecen también 
otros síndromes asociados como son el síndrome de Sywer (asociado a neoplasias 
como gonadoblastoma y germinoma) (Kent et al. 2004, Zhu et al. 2011) (Salazar et al. 2006), de 
Fraiser (tumor de Wilms, aniridia, retraso mental…) (Saylam et al. 2003) (Martín Campagne et al. 
2006) o de Denys-Drash (tumor de Wilms y glomerulopatías) (Guaragna et al. 2010). Por 
tanto, nuestro trabajo (presentado en esta Tesis y en Plos One, (Johnen et al. 2013) ) y  
consistentemente con lo publicado simultáneamente por otros autores ((Gierl et al. 2012) 
(Warr et al. 2012)) revela que Gadd45g tiene una función crítica y exclusiva en el la 
determinación del sexo masculino a través de la regulación de la expresión de Sry, sin 
descartar que pueda tener alguna otra función reguladora más abajo en la cascada de 
señalización de determinación sexual masculina. Además, Gadd45g parece no tener 
ningún papel en la función en la gónada femenina, al menos en su formación y función 
inicial.  
Respecto al mecanismo de acción de Gadd45g sobre Sry, se podría especular que 
teniendo en cuenta la reciente implicación de GADD45g en el proceso de demetilación 
de promotores (proceso necesario para que un gen pueda ser expresado) (Niehrs et al. 
2012), y que el primer evento relacionado con la determinación masculina del sexo es la 
demetilación del promotor de Sry, y que la expresión de Gadd45g es previa a la de Sry, 
se desprendería que GADD45g podría ser necesario para la activación del promotor de 
Sry y que su ausencia provocaría que Sry permaneciera silenciado. Esta hipótesis ha 
sido descartada por estudios recientes en los que se ha comprobado que la 
demetilación del gen Sry se lleva a cabo de forma normal en ratones deficientes en 
Gadd45g (Gierl et al. 2012). Por otro lado, también se ha especulado que la acción de 
Gadd45g sobre Sry se debe a la integración de ambas moléculas a distintos niveles en 
la ruta de señalización de Map3k4. Por un lado, se ha descrito que la ausencia de 
Map3k4 da lugar a reversión del sexo y a defectos del tubo neural. GADD45g se une al 




activación de la proteína (Mita et al. 2002). Por otro lado, Sry es una diana de la cascada de 
señalización de la MAPK p38 (Gazel et al. 2008) que está por debajo de MAP3K4 en su 
misma ruta. Gierl et al y Warr et al, sugieren que GADD45g puede activar a MAP3K4 
que a su vez podría fosforilar y activar a p38 a través de la ruta de MAPKKs. P38 podría 
a su vez fosforilar y activar a GATA4 que es necesaria para la expresión de Sry (Gierl et al. 
2012, Warr et al. 2012). Estos autores muestran que la ausencia de GADD45g da lugar a una 
bajada en la activación de p38 y GATA4 de alrededor de un 30%, y que esta variación 
es suficiente para provocar una alteración drástica del desarrollo gonadal. Sin 
embargo, este dato abre la puerta a especular que quizá haya todavía otros factores 
implicados en el proceso. De hecho, GADD45g es capaz de interactuar con multitud de 
otras proteínas (revisado en (Salvador et al. 2013)), muchas de ellas factores de 
transcripción como PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors) o ESR1 
(estrogen receptor 1 (Yi et al. 2000)) De esta forma, cabe la posibilidad de que Gadd45g 
esté ejerciendo su efecto sobre la expresión de Sry a varios niveles, no solo activando 
directamente a la MAP3K4 sino también activando directamente a factores de 
transcripción (como podrían ser WT1 o SF1) que pueden actuar de distintas formas 
sobre la cascada de determinación masculina. De hecho, se ha descrito que en ratones 
deficientes para los receptores Igf1 de insulina, que presentan reversión del sexo, la 
expresión de Gadd45g, p38β y Sry está muy disminuida (Pitetti et al. 2013). Resumiendo, y a 
la vista de todos estos datos, se podría hipotetizar que la cascada de eventos que lleva 
a la expresión de Sry podría ser la siguiente: INSR/IGFR1 -> GADD45G -> MAP3K4 -> 
MAP2K? -> p38α/β -> GATA4 -> Sry. En este trabajo queda claramente establecida la 
necesidad de la presencia de GADD45g para una correcta expresión de SRY y la 




Figura D1. Modelo propuesto de acción de Gadd45g en la determinación del sexo. En ausencia de 
SRY (gónadas XX), la expresión es dirigida por el programa de determinación femenino (como la cascada 
de WNT4/beta-catenina) y da lugar a la formación de las células de granulosa y la formación del ovario. 
En las gónadas XY, la expresión de SRY a 11.5 dpc induce la expresión de SOX9, la diferenciación de las 
células de Sertoli y la formación de los cordones testiculares. En machos, la AMH producida por las 
células de Sertoli induce la regresión de los conductos de Müller, y la testosterona induce la 
diferenciación de los conductos de Wolff a vasos deferentes, vesículas seminales y epidídimo. En los 
ratones deficientes en Gad45g, la expresión de SRY en las gónadas XY no alcanza en nivel necesario para 
la diferenciación testicular.         
 
Es importante mencionar que en el momento de escribir esta Tesis no se cuenta 
con ningún dato relativo a la descripción de mutaciones en el gen Gadd45g en 
humanos. Teniendo en cuenta que solo se conoce la causa molecular de alrededor del 
20% de los casos de DSD (Hughes et al. 2006), cabe especular que quizá Gadd45g esté 
involucrado en algunos de los casos DSD de etiología dada por desconocida. 
Dada la importancia que un anormal desarrollo de los órganos sexuales puede tener 
en la vida un individuo, tanto por sus consecuencias patológicas como psicosociales, es 




podrán conocer las mejores dianas para el desarrollo de posibles terapias genéticas o 
químicas, así como establecer un adecuado diagnóstico y un completo consejo 
genético familiar. Igualmente, consideramos esencial llevar a cabo una labor social de 
divulgación científica que haga participe a todos los sectores de la sociedad de los 
avances realizados en el terreno de la determinación sexual, ya que creemos que el 
conocimiento general de que determinados DSD ayudaría a una mejor integración de 














1. Gadd45g en el Sistema inmunitario. 
1.1. El ratón deficiente en Gadd45g no desarrolla patologías de tipo autoinmune o 
cáncer de manera espontánea a lo largo de su vida. 
1.2. Los ratones deficientes en Gadd45g presentan timomegalia en los primeros 
meses de vida con una alteración de las poblaciones tímicas, SP CD4 y DN, 
debido a defectos en la señalización de las MAPKs durante la selección positiva 
y negativa que se refleja en una activación defectuosa de p38 y JNK. 
1.3. Gadd45g es un regulador positivo de proliferación en células T. 
1.4. La funcionalidad de las células Th1 y Th17 se encuentra afectada en los 
ratones deficientes en Gadd45g conduciendo a una menor producción de la 
citoquina IL-2 y a una mayor producción de IL-17, respectivamente. Este 
defecto puede deberse a que Gadd45g es necesario para un correcta 
activación de las MAPKs p38 y JNK, ya que su ausencia conduce a una menor 
activación de p38 y una mayor activación de JNK. 
 
2. Gadd45g es clave en la determinación del sexo. 
2.1. Los ratones deficientes en Gadd45g sufren una reversión, completa o parcial, 
del sexo de macho XY a hembra XY en función del fondo genético. En el caso 
del fondo puro C57BL/6, la reversión del sexo es completa y no se observa 
ningún síndrome asociado. 
2.2. La expresión de Gadd45g tiene lugar en gónadas, tanto masculinas como 
femeninas, durante el periodo crítico en la determinación del sexo, siguiendo 
un patrón de expresión similar al de Sry. Su expresión está restringida al tejido 
gonadal, estando ausente en el mesonefros. 
2.3. Gadd45a y Gadd45b, a pesar de su similitud con Gadd45g, no se expresan en 
la gónada embrionaria y no desempeñan papel alguno en la determinación del 
sexo. 
2.4. Gadd45g es necesario para el inicio de la cascada de determinación sexual 
masculina, induciendo de manera indirecta la expresión del gen Sry. Su 
ausencia provoca un bloqueo en esta cascada impidiendo la expresión de Sry y 
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 su diana directa, Sox9, y del resto de genes masculinos, lo que causa en último 
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Abstract
In humans and most mammals, differentiation of the embryonic gonad into ovaries or testes is controlled by the Y-linked
gene SRY. Here we show a role for the Gadd45g protein in this primary sex differentiation. We characterized mice deficient
in Gadd45a, Gadd45b and Gadd45g, as well as double-knockout mice for Gadd45ab, Gadd45ag and Gadd45bg, and found a
specific role for Gadd45g in male fertility and testis development. Gadd45g-deficient XY mice on a mixed 129/C57BL/6
background showed varying degrees of disorders of sexual development (DSD), ranging from male infertility to an intersex
phenotype or complete gonadal dysgenesis (CGD). On a pure C57BL/6 (B6) background, all Gadd45g2/2 XY mice were born
as completely sex-reversed XY-females, whereas lack of Gadd45a and/or Gadd45b did not affect primary sex determination
or testis development. Gadd45g expression was similar in female and male embryonic gonads, and peaked around the time
of sex differentiation at 11.5 days post-coitum (dpc). The molecular cause of the sex reversal was the failure of Gadd45g2/2
XY gonads to achieve the SRY expression threshold necessary for testes differentiation, resulting in ovary and Mu¨llerian duct
development. These results identify Gadd45g as a candidate gene for male infertility and 46,XY sex reversal in humans.
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Introduction
The Gadd45 (growth arrest and DNA-damage-inducible
protein 45) family members Gadd45a, -b and -g are small nuclear
and cytoplasmic proteins that bind to and modify the activity of
other intracellular proteins, including p21 [1,2], PCNA [1,2],
CRIF [3], CDK1 [4] and the MAP kinases p38 [5] and MAP3K4
[6]. They are implicated in the regulation of apoptosis, survival,
senescence, cell cycle control, DNA repair and the response to
physiological or environmental stress in mammalian cells. All
family members appear to have overlapping but non-identical
functions and binding partners, and are induced by different
stimuli [7]. Little is known of their role in embryonic development.
It was suggested that loss of an enhancer region that drives brain-
specific Gadd45g expression leads to increased growth of brain
regions in humans compared to chimpanzees [8]. Another group
studied the expression pattern during mouse embryonic develop-
ment up to 10.5 dpc and proposed a conserved role for Gadd45g
in vertebrate neurogenesis [9] as well as involvement in embryonic
neural cell development and exit from pluripotency in Xenopus
[10].
Here we identify a specific role for Gadd45g in mammalian sex
determination. In male gonads, SRY expression triggers differen-
tiation of a somatic support cell lineage into Sertoli cells, which
direct the male developmental pathway [11]; in the absence of
SRY (in XX gonads), granulosa cells differentiate and the female
developmental pathway is activated [12]. These pathways are
mutually antagonistic, and disturbances in their molecular
network can lead to sex reversal and other disorders of sexual
development. We found that Gadd45g, but not Gadd45a or
Gadd45b, is necessary for activation of the male sex-determining
pathway in mice and its absence leads to development of female
gonads. Lack of Gadd45g decreased SRY expression, resulting in
ovary and Mu¨llerian duct development, whereas lack of Gadd45a
and/or Gadd45b had no effect on testis development.
Materials and Methods
Mouse Strains and Genotyping
Gadd45a2/2 [13] and Gadd45b2/2 mice [14] were generated
on a mixed 129/C57BL/6 genetic background. Gadd45g2/2
mice were generated by Drs. J.M. Salvador and C. Hollander on a
mixed 129/C57BL/6 genetic background (Fig. S1) [15]. Mice
were maintained in the CNB animal facility. Gadd45a2/2,
Gadd45b2/2, and Gadd45g2/2 mice on a pure C57BL/6
background were generated by backcrossing for seven generations.
We mated Gadd45a2/2 mice with Gadd45b2/2 and Gadd45g2/
2 mice and intercrossed F1 double heterozygotes to obtain double-
null mice. Mouse embryos were obtained by timed mating of
Gadd45g2/2 or Gadd45g+/2 females with Gadd45g+/2 males.
For embryo staging, midday on the day of vaginal plug
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appearance was considered 0.5 dpc. Embryos were staged more
accurately by counting tail somites posterior to the hind limb bud.
Genotyping was done by PCR using the following primers:
Gadd45g 59-GCTGTGCTTTCCGGAACTGTA-39, 59-
CGGCAGATTTGAGGCT GTGT-39 and 59-AGTTGCCAGC-
CATCTGTTGT-39; SRY 59-TCTTAAACTCTGAAGAAG
AGAC-39 and 59-GTCTTGCCTGTATGTGATGG-39. Experi-
ments were approved by the CNB Ethical Committee, and mice
were handled according to national and European Union animal
care standards.
Isolation of Fetal Gonads from Embryos of Timed-
pregnant Mice
Dissection was carried out around noon each day. Pregnant
females were sacrificed and embryos extracted. Gonads (including
mesonephros) from embryos at different stages were isolated, fixed
in 4% paraformaldehyde (1 h) and stored in methanol at 280uC
or flash frozen for RNA extraction [16].
Histological Analysis and Immunohistochemistry
Ovaries and testes from adult mice were fixed in 10% formalin,
dehydrated in ascending ethanol concentrations, cleared in xylene
and embedded in paraffin wax. Embedded samples were sectioned
and hematoxylin/eosin-stained. Gonads were whole-mount
stained with anti-SOX9 (sc 20095), -AMH (sc-6886, both from
Santa Cruz,) and -PECAM-1-FITC antibodies (Pharmingen).
Gonads were rehydrated with TBS, incubated in blocking buffer
(1 h), stained with antibodies (overnight, 4uC), mounted with
Vectashield Hardset (Source) and analyzed using a Leica TCS SP5
confocal microscope and LAS AF imaging software.
Quantitative PCR
RNA was extracted from both embryonic gonads (including
mesonephros) using the RNeasy Micro Kit (Qiagen). cDNA was
synthesized from 100 ng RNA using a High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor (Applied Biosys-
tems). SRY and Gadd45g transcript amounts were quantified
using the Taqman gene expression assays Mm00441712_s1 (SRY)
and Mm00442225_m1 (Gadd45g)(Applied Biosystems) on an
MWG AG BIOTECH Primus 96 thermocycler. All results were
normalized to 18S (Fwd: 59-GAGAAACGGCTACCACATCC-
39; RV: 59-GGGTCGGGAGTGGGTAAT-39) housekeeping
gene transcripts. In all negative controls (cDNA from female
gonads and male no-RT controls), no SRY transcripts were
detected.
Results
Complete or Partial XY Sex-reversed Phenotype of XY
Gadd45g2/2 Mice
The complete absence of male Gadd45g-deficient mice on the
B6 background and the presence of ambiguous genitalia (vagina
imperforata, micropenis, abnormal anogenital distance) in some
Gadd45g2/2 mice on a mixed 129/B6 background prompted us
to analyze their genetic sex by PCR amplification of the SRY (sex-
determining region Y) gene on the Y chromosome. Gadd45g
deletion did not result in a male-specific lethal phenotype, but the
majority of XY Gadd45g2/2 mice on the 129/B6 background
and all XY Gadd45g2/2 mice on the pure B6 background were
born as sex-reversed XY females (XY-F) (Fig. 1).
On the B6 background, the external and internal reproductive
organs of adult Gadd45g2/2 XY-F mice (Fig. 1C,I) were
morphologically indistinguishable from those of wild type females
(Fig. 1B,H), and histological analysis of the gonads revealed no
obvious abnormalities. Hematoxylin/eosin-stained ovaries from all
B6 XY-F mice analyzed had oocytes and follicles at different
developmental stages (Fig. 1O,U). Corpora lutea (Fig. 1U) were
found in all ovaries, indicating that ovulation took place in B6 XY-
F mice.
In contrast, the internal and external reproductive organs of
129/B6 Gadd45g2/2 XY mice showed a range of DSD that could
be broadly categorized in three groups. In the first group, mice
had a male phenotype and reproductive system (XY-M), although
with testis hypoplasia (Fig. 1D,J). All fertility-tested Gadd452/2
XY-M mice were infertile. Histological analysis showed hypoplas-
tic seminiferous tubules with reduced spermatogenesis and
interstitial cell hyperplasia (frequent in infertility; Fig. 1P). No
spermatozoa were found in the cauda epididymis and vas deferens
(Fig. 1V). Mice in the second group had a female phenotype and
reproductive system (XY-F, Fig. 1E,K). These mice had female
reproductive organs (ovary, oviduct, uterus), although the ovaries
usually contained mainly interstitial cells and multiple primordial
follicles, but no other stages of oocyte and follicle development
(Fig. 1Q,W). All fertility-tested XY-F mice were infertile. The third
group consisted of intersex mice (XY-intersex, Fig. 1F,L) with
male, female, or ambiguous external genitals and internal
reproductive organs with both female and male characteristics.
For example, one side developed a hypoplastic testes/epididymis/
vas deferens (Fig. 1L) and the contralateral side, an ovary/
oviduct/uterus or an ovotestis with mixed ovarian and testicular
tissue in the same gonad (Fig. 1L,R,X).
The cause for the variability of this phenotype is likely to be the
variable contribution of the B6 background in individual mixed-
background mice. Compared to the 129 strain, B6 mice are more
responsive to disturbances in early testis development [17]. As a
result, all B6 Gadd45g2/2 XY, and a small number of B6
Gadd45g+/2 XY mice showed complete sex reversal (Fig. 2A),
whereas some 129/B6 Gadd45g2/2 XY mice still developed as
(infertile) males (Fig. 2B). Chromosome painting of metaphase X
and Y chromosomes confirmed that mice identified as XY-F by
PCR (Fig. 2C) carried the Y chromosome (Fig. 2D).
We evaluated the role of Gadd45a and/or Gadd45b in testis
development and sex determination. Analysis of .600 single- and
double-knockout mice showed that the XY sex reversal is caused
by the Gadd45g deletion, independent of the Gadd45a or
Gadd45b genotype (Table 1).
Lack of Sertoli Cell Differentiation and Testis Cord
Formation in B6 XY Gadd45g2/2 Gonads
We tested whether lack of Gadd45g affects key molecular
pathways during the time window for gonadal sex differentiation
in mice [18,19]. At day 10 dpc, the gonads arise from the genital
ridge on the surface of the mesonephros. At this stage, they contain
bipotential somatic and germ cells that can follow the male or
female pathway. In XY gonads, SRY expression by a somatic
supporting cell lineage (pre-Sertoli) induces SOX9 expression
(Fig. 3A,D,G,J), resulting in Sertoli cell differentiation and testis
development. Starting at 13.5 dpc, Sertoli cell-derived AMH (anti-
Mu¨llerian hormone) (Fig. 3G,J) inhibits development of the
Mu¨llerian ducts in the male embryo, and testes-derived testoster-
one directs development of the adjacent Wolffian duct into
epididymis, vas deferens and seminal vesicles. In the absence of
SRY in XX gonads, SOX9 is downregulated (Fig. 3B,E,H,K) and a
female-specific gene expression program is activated, leading to
differentiation of the somatic supporting lineage into granulosa
cells, which support oocyte development [18]. We observed a
striking decrease in the number of SOX9-positive somatic cells in
Gadd45 Family in Development
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Gadd45g2/2 XY gonads (Fig. 3C,F) compared to wild type
controls (Fig. 3A,D). Testis cord formation and AMH expression
were not observed (Fig. 3I,L) and SOX9 was not detected after
12.5 dpc. The results indicated that Gadd45g exerts its effects on
or before 12.5 dpc. Reduction of SOX9 expression causes primary
male-to-female sex reversal in mice [20] and humans [21].
Gadd45g is Necessary for SRY Expression and Testis
Development at the Time of Primary Sex Determination
We analyzed Gadd45g expression in male and female gonads
during this period by quantitative PCR and found that, unlike
many other molecules important for sex determination, the
Gadd45g expression pattern was not sexually dimorphic. Gadd45g
levels were similar in wild type XY and XX gonads during the sex
determination period, and peaked at the time of primary sex
differentiation (11.5 dpc, or 18 tail somites), when SRY is also
expressed (Fig. 4A). Analysis of Gadd45g expression using
microarray gene expression data downloaded from GEO
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) also showed that Gadd45g
was detected at similar levels in both female and male gonads
on day 11.5 dpc and declined thereafter (Fig. 4B) [22]. Data from
another study using purified Sertoli/granulosa precursor cells
(Fig. 4C) also showed similar Gadd45g expression in both sexes, and
maximum levels at 11.5 dpc [23]. Microarray quantification of
relative Gadd45a and Gadd45b levels showed lack of Gadd45a
and Gadd45b expression in purified somatic supporting precursor
cells (Fig. S2). Only Gadd45g expression was induced robustly in
embryonic gonads and in somatic precursor cells at 11.5 dpc (Fig.
S2B).
We used quantitative PCR to quantify SRY expression levels in
B6 Gadd45g2/2 XY gonads compared to wild type XY controls,
and found that the molecular cause of sex reversal was the failure
of Gadd45g2/2 XY gonads to upregulate SRY (Fig. 4D).
Gadd45g+/2 XY gonads showed a reduction in SRY expression
at the 17–18 tail somite stage compared to wild type controls
(Fig. 4E), although wild type SRY levels were detected thereafter.
As a consequence, gonad development in all B6 Gadd45g2/2 XY
Figure 1. Complete or partial XY sex-reversed phenotype of XY Gadd45g2/2 mice on a pure B6 or mixed 129/B6 background. (A–F)
External genitals, (G–L) internal reproductive organs (8x magnification), and (M–X) hematoxylin/eosin (HE)-stained gonad or epididymis sections from
young adult Gadd45g2/2 and wild type mice. External and internal (C,I) reproductive organs from B6 Gadd45g2/2 XY female mice (XY-F) are
morphologically indistinguishable from wild type females (B, H). HE-stained ovaries from all B6 XY-F mice appear normal and contain oocytes and
follicles at different maturation stages (O), including antral follicles with oocytes (U). Corpora lutea are found in XX-F and XY-F ovaries (N,O,T,U). In
contrast, a large spectrum of disorders of sexual development (DSD) is seen in Gadd45g2/2 XY mice on the 129/B6 background, which can be divided
into three groups. 1) Infertile XY-females (E) with female internal reproductive organs (ovary, oviduct, uteri) (K), although the ovaries usually contain
only primordial follicles and interstitial cells (Q,W). 2) Infertile XY-males with male phenotype (D) and reproductive system (J; testis, epididymis, vas
deferens and seminal vesicles [not shown in J]) with hypoplastic testis (compare J to G). Seminiferous tubules showed reduced spermatogenesis and
interstitial cell hyperplasia (P), and no spermatozoa were present in the cauda epididymis (V) and vas deferens. 3) XY-intersex mice (F) with male and
female characteristics. External genitals were male, female, or ambiguous (as in F). One side often developed a hypoplastic testis/epididymis/vas
deferens (L) and the contralateral gonad, a uterus and a hypoplastic ovary/oviduct/uterus or an ovotestis with mixed ovarian and testicular tissue
(L,R,X). Magnification: 5x (N,O,Q,R) or 10x (M,P,S,T,U,V,W,X).
doi:10.1371/journal.pone.0058751.g001
Gadd45 Family in Development
PLOS ONE | www.plosone.org 3 March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e58751
mice and 3% of Gadd45g+/2 XY mice followed the female
developmental pathway (Fig. 2A, Fig. 4F).
Discussion
Our study shows that of the three members of the Gadd45
family, Gadd45g, but not Gadd45a or Gadd45b is essential in
testis development, male fertility and sex determination. We
characterized mice deficient in each of the Gadd45 isoforms, as
well as double-knockout mice for Gadd45ab, Gadd45bg and
Gadd45ag, and found a specific role for Gadd45g in sex
determination. Lack of Gadd45g decreased SRY expression and
blocked SOX9 expression, resulting in ovary and Mu¨llerian duct
development. The data indicate that Gadd45g is the only Gadd45
family member that regulates SRY expression. Our results also
emphasize the relevance of genetic background in mouse models
Figure 2. Frequency of sex reversal in distinct Gadd45g genotypes on 129/B6 or B6 backgrounds. (A) SRY genotyping showed that
100% of XY Gadd45g2/2 and 3% of Gadd45g+/2 mice on the B6 background, and (B) 80% of XY Gadd45g2/2 mice on the 129/B6 background were
born as sex-reversed XY females. (C) Sex reversal in Gadd45g2/2 mice born as females was detected by PCR amplification of a 404-bp band from the
Y chromosome SRY gene. (D) Presence of the Y chromosome in SRY-positive Gadd45g2/2 XY-F mice was confirmed by chromosome painting (FISH).
doi:10.1371/journal.pone.0058751.g002
Table 1. Lack of Gadd45g, but not Gadd45a or Gadd45b leads to male-to-female sex reversal in mice.
Gadd45g2/2 Gadd45g+/2 Gadd45g+/+
Gadd45a Gadd45b XX XY* XX XY1 XX XY* XX XY1 XX XY* XX XY1
+/+ +/+ 45 24 65 35 79 0 100 0 173 0 100 0
+/2 +/+ 12 7 63 37 13 0 100 0 81 0 100 0
2/2 +/+ 2 1 67 33 4 0 100 0 23 0 100 0
+/+ +/2 5 2 71 29 19 0 100 0 19 0 100 0
+/+ 2/2 5 5 50 50 6 0 100 0 16 0 100 0
+/2 +/2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 38 0 100 0
2/2 2/2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 37 0 100 0
+/2 2/2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 42 0 100 0
2/2 +/2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 30 0 100 0
All genotypes 69 39 64 36 121 0 100 0 459 0 100 0
*The number of sex-reversed XY females in Gadd45g2/2, Gadd45g+/2 and Gadd45g+/+ mice that also bear a hetero- or homozygous deletion of another Gadd45 family
member (Gadd45a or Gadd45b).
1The percentage of sex-reversed XY females in Gadd45g2/2, Gadd45g+/2 and Gadd45g+/+ mice that also bear a hetero- or homozygous deletion of another Gadd45
family member (Gadd45a or Gadd45b).
n.a., not available.
doi:10.1371/journal.pone.0058751.t001
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with sex reversal phenotype. We found a more pronounced
phenotype in Gadd45g2/2 mice generated on the B6 than on the
129SvJ-C57/B6 background. Although other groups have devel-
oped Gadd45g2/2 mice, it is possible that sex reversal was not
observed because most experiments used mutants on a pure
129SvJ or mixed 129SvJ-C57/B6 backgrounds.
Compared to the testis-determining pathways downstream of
SRY in male and the ovary-determining pathways in female
gonads, little is known of the pathways that regulate SRY itself (for
a review, see [12]). The insulin receptor tyrosine kinase gene
family (IGF1R, IR, IRR) [24], the transcription factor GATA4
and its co-factor FOG2 [25], the +KTS isoform of the WT1
transcription factor [26], as well as MAP3K4 [27] upregulate SRY
expression. Many known biological functions of Gadd45g are
mediated by its ability to bind and activate MAP3K4, a mitogen-
activated protein kinase kinase kinase (MAPKKK). Bogani et al.
reported male-to-female sex reversal in MAP3K4-deficient mice
caused by decreased SRY expression, although embryos die pre-
or perinatally due to unrelated developmental defects [27]. Sex
reversal was recently associated with reduced phosphorylation of
p38 MAPK and GATA4, suggesting that Gadd45g is needed to
promote MAP3K4-mediated activation of p38 signaling in murine
embryonic gonadal somatic cells for testis determination [28;29].
It remains to be determined whether these factors alter SRY levels
in individual cells or the proliferation of SRY-expressing cells, and
how MAPK activation leads to increased SRY transcription.
Deletion of many of the genes that regulate SRY expression lead
to embryonic or perinatal death in mice (e.g., GATA4, FOG2, or
MAP3K4), or are accompanied by additional developmental
complications in humans (for example, Frasier syndrome in
patients with a mutant WT1 isoform); nonetheless, we detected no
developmental defects other than sex reversal or infertility in
Gadd45g2/2 mice. In humans, abnormal appearance of genital
organs occurs in one of every 4500 births [30], and it is estimated
that as many as 1.7% of live births show some degree of DSD [31];
infertility affects 10–15% of couples, with similar contributions
from both sexes [32]. The genetic basis of human male-to-female
sex reversal remains unexplained in the majority of cases. As there
Figure 3. Lack of Sertoli cell differentiation and testis cord formation in XY Gadd45g2/2 gonads. (A–L) Confocal optical slices of whole
mount immunostained B6 gonads (dashed outline), showing expression of Sertoli cell markers SOX9 (nuclear, blue) and AMH (cytoplasmic, red) and
the germ/endothelial cell marker Pecam1 (membrane, green). (A) From 12.5 dpc, wild type male gonads can be distinguished morphologically from
female gonads (B) by the appearance of testis cord structures containing SOX9-expressing Sertoli cells. (C) In Gadd45g2/2 XY gonads, only transient
SOX9 expression was observed in a small number of somatic cells at 12.5 dpc. (D–F) and (J–L) are enlarged details of the images above. (G) At
13.5 dpc, all germ cells in male gonads are enclosed in testis cords and interact closely with a surrounding single layer of SOX9- and AMH-positive
Sertoli cells. (H,I,K,L) No testis cord formation or AMH expression was induced in Gadd45g+/+ XX (H,K) or in Gadd45g2/2 XY (I,L) gonads.
doi:10.1371/journal.pone.0058751.g003
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Figure 4. Gadd45g is necessary for SRY expression and testis development at the time of primary sex determination of the
bipotential embryonic gonad. (A) RT-PCR quantification of relative Gadd45g expression in B6 wild type XX and XY embryonic gonads (including
mesonephros), collected between 10.5 (8 tail somites) and 12.5 dpc (28 tail somites). In all images, the dashed red line denotes the point of maximal
SRY expression (11.5 dpc or 18 tail somites). (B) Microarray quantification of relative Gadd45g expression in normal wild type XX and XY embryonic
gonads (including mesonephros) from the time of the bipotential gonad (GEO data set GSE6916). (C) Microarray quantification of relative Gadd45g
expression in purified somatic support precursor cells during the critical sex determination period (10.5–11.5 dpc) (GEO data set GDS1724). (D) RT-
PCR quantification of SRY copy numbers in Gadd45g+/+, Gadd45g+/2 and Gadd45g2/2 gonads (including mesonephros) between 10.5–12.5 dpc. (E)
RT-PCR quantification (mean and SEM) of SRY copy numbers in Gadd45g+/+, Gadd45g+/2 and Gadd45g2/2 gonads (including mesonephros) at the 17
to 21 tail somite stage. Statistical analysis (Student’s t-test) of all data from Fig. 4D at the 17–18 or 19–20 tail somite stage showed reduced SRY
expression in Gadd45g2/2 mice and delayed SRY upregulation in Gadd45g+/2 mice compared to wild type controls. Numbers for each group (n) are
displayed in each column. (F) Main components of the transcriptional network around the time of primary sex determination and suggested
mechanism of Gadd45g action. In the absence of SRY (XX gonads), female-specific genetic programs (such as the WNT4/beta-catenin pathway) direct
differentiation of the somatic support lineage into granulosa cells and ovary development. In XY gonads, SRY expression at 11.5 dpc induces SOX9
expression, Sertoli cell differentiation and testis cord formation. In males, Sertoli cell-derived anti-Mu¨llerian hormone (AMH) induces Mu¨llerian duct
regression, and testosterone induces differentiation of the Wolffian duct into vas deferens, seminal vesicles and epididymis. AMH acts ipsilaterally,
which explains the intersex phenotype shown in Fig. 1L. In Gadd45g-deficient mice, SRY expression in XY gonads fails to reach the threshold level
necessary for testis differentiation. The dashed red line denotes the point of maximal SRY expression (11.5 dpc).
doi:10.1371/journal.pone.0058751.g004
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are no known descriptions of human Gadd45g2/2 individuals, it is
currently not possible to determine whether the effect is the same
or similar in man. The complete sex reversal phenotype in
Gadd45g2/2 mice and the fact that Gadd45g is a key upstream
activator of the master regulator SRY nonetheless suggest that it is
a promising candidate gene in human non-syndromic male
infertility and in partial or complete male-to-female primary sex
reversal in 46, XY individuals.
Supporting Information
Figure S1 Generation of Gadd45g2/2 mice. (A) Targeting
strategy. The endogenous Gadd45g contains 4 exons. A fragment
of Gadd45g including exons 1–3 was replaced with a PMG-neo
cassette. A XbaI site introduced in the PMG-neo and one genomic
XbaI site external to the targeting construct were used for
determination of homologous recombination by Southern blot
analysis, using a flanking probe (first line). (B) Southern blot
analysis of target ES cells clones yielded a ,2.9 Kb hybridizing
fragment corresponding to endogenous Gadd45g, whereas the
disrupted allele was 3.7 Kb. (C) PCR genotyping of tail DNA from
Gadd45g+/+, Gadd45g+/2 and Gadd45g2/2 mice. To detect the
wild type allele, we used the primers JS1 (59-
GCTGTGCTTTCCGGAACTGTA-39) and JS2 (59-CGGCA-
GATTTGAGGC TGTGT-39), which generated a 335 bp band.
The deleted allele was detected using JS2 and JS4 (59-
AGTTGCCAGCCATCTGTTGT-39), which produced a
486 bp product.
(TIF)
Figure S2 Lack of Gadd45a and Gadd45b expression in
purified somatic supporting precursor cells. (A) Micro-
array quantification of relative Gadd45a, Gadd45b and Gadd45g
expression in wild type XX and XY embryonic gonads (including
mesonephros) from the time of the bipotential gonad (GEO data
set GSE6916). (B) Microarray quantification of relative Gadd45a,
Gadd45b and Gadd45g expression in purified somatic supporting
precursor cells during the critical sex determination period (10.5–
11.5 dpc) (GEO data set GDS1724).
(TIFF)
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Gadd45 Family in Development













The growth arrest and DNA-damage induce 45 gen family (Gadd45) is composed of 
three members: Gadd45a, Gadd45b and Gadd45g. Each gene encodes for small (18 
kDa), evolutionarily conserved proteins that share great similarity between them (55-
57% overall identity at the amino acid level), highly acidic, and are localized both to the 
cell nucleus and cytoplasm (Zhang et al. 1999, Vairapandi et al. 2002).  The Gadd45 genes are 
expressed in multiple mammalian tissues including heart, brain, spleen, lungs, liver, 
skeletal muscle, kidneys and testis. The Gadd45 family proteins are the classical 
proteins implicated in signalling: they are small, rapidly regulated both 
transcriptionally and post-transcriptionally and develop a variety of function mediating 
stress signalling and cell cycle regulation (reviewed in (Salvador et al. 2013)). 
The Gadd45 gene expression is induce by different physiologic and environmental 
stresses including ionizing radiation, UV, mutagenic and chemotherapic agents 
(Liebermann et al. 1998, Gupta et al. 2005, Gupta et al. 2006, Gupta et al. 2006). In each case, the 
expression pattern is different, consistently with the different participation of each 
member in each stimulus.  
In the immune system the Gadd45 family has an important role both in the innate 
and adaptive immunity. In the innate immunity it has been shown that Gadd45a and 
Gadd45b are expressed in granulocytes and macrophages and its expression is needed 
for the differentiation of these cell types (Gupta et al. 2005). The function of these cells is 
also affected by the Gadd45a and Gadd45b expression as shown by the lack of 
recruitment of macrophages to the peritoneal cavity after LPS injection in null mice, 
also these macrophages produce less cytokine and less reactive oxygen species (ROS) 
(Salerno et al. 2012). 
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 In the adaptive immunity, the Gadd45 family has been mainly studied in T cells. But 
it is also relevant in B cells, NKTs and dendritic cells. For example, bone marrow 
dendritic cells express the three members of the Gadd45 family and dendritic cells 
deficient in Gadd45a show less activation of the MKK3/6-p38 classical pathway and 
produce less Th1 type cytokines such as IFNγ (Jirmanova et al. 2007). Gadd45b and Gadd45g 
have been related to the Th1 differentiation and function (Lu et al. 2001) (Yang et al. 2001). 
The mechanism involved in these alterations has been related to the alteration in the 
MAPKs signalling, mainly in the p38 and JNK activation by the MEKK4 which activation 
depends on the interaction with the Gadd45 proteins (Chi et al. 2004). Cells deficient in 
Gadd45a have a constitutive activation of p38, which causes an exacerbated activation 
of the cells leading the mice to develop an autoimmune disease, characterized by the 
presence of auto-antibodies, glomerulonephritis and proteinuria. This is caused 
because GADD45A is needed to block the activation of p38 by phosphorylation of the 
tyrosine 323 by ZAP70 after TCR activation (Salvador et al. 2005).  
Particularly, Gadd45g was identified as an immediate early response gene  in T 
lymphocytes (Beadling et al. 1993). In the immune system, Gadd45g is involved in Th1 
function (Lu et al. 2001), but there is some discrepancy in the function of Gadd45g in T cell 
function. For example, in another study, in which T cell deficient in Gadd45g were 
cultivated with IL-2, there were no effects in proliferation, cell death or MAPKs 
activation (Hoffmeyer et al. 2001). It seems that the function of Gadd45g depends on the cell 
type and tissue in which is expressed. Recently, Gadd45g has been related to 
differentiation of hematopoietic cells (Thalheimer et al. 2014). This corroborates the tumour 
suppressor function of Gadd45g, and its silencing in many tumour types (Zhang et al. 2002, 
Ying et al. 2005, Flores et al. 2010, Zhang et al. 2010). Also, Gadd45g is critical in the adaptive 
response to tumours (Ju et al. 2009). 
Taking all these into account, we think that is important to improve in the 







In the development of a mammalian embryo there is an organ that undergoes an 
especial differentiation. The gonad is the only organ which can give rise to two 
completely different organs: an ovary or a testis.  
In the beginning, the gonad appears around 10.5 dpc as an undifferentiated tissue 
in the surface of the mesonephros and it is the same in male and female embryos. It is 
composed of bipotencial cells that can follow either the male or female pathway (Karl et
al. 1995) (Karl et al. 1995). 
The expression of the Sry is the first indication of the testis differentiation. The 
expression of Sry begins around 11.5 dpc in a wave pattern from the centre to the 
poles of the gonad (Koopman et al. 1990). It is only expressed in somatic cells, not in 
germinal cells (Rossi et al. 1993). Sry induces Sox9, and Sox9 directs the differentiation of 
the precursor cells into Sertoli cells, which are the main directors of the testis 
development (Wilhelm et al. 2005). There is also a paracrine signalling that induces Sertoli 
differentiation that ensures that the male pathway develops. Next, Sertoli cells are 
surrounded by peritubular myoid cells and endothelial cells forming the testis cords, 
which surround the germinal cells. This isolates the germinal cells and creates the 
environment needed for sperm development (Hadley et al. 1985).  Around 12.5 dpc, Sertoli 
cells produce AMH that inhibits the development of the Müllerian ducts (the precursor 
of the upper part of the vagina, the fallopian tubes and oviducts in female embryos). 
Other main male cell types are the Leydig cells. These cells produce male hormones 
which allow the masculinization of the embryo, the development of the Wolffian 
conducts (epididymis, deferent conducts and seminal vesicles), testicular descent, and 
brain and external genitals masculinization. 
Both male and female sex determinations are active processes that require the 
expression and activation of specific genes (Nef et al. 2005). But these cascades are 
antagonistic and during a period of time they are in balance. The sex determination 
takes place when this equilibrium is broken and one of the cascades is reinforced (Kim et
al. 2006) (Vainio et al. 1999). Many genes are players in sex determination and whenever they 
are disrupted there are alterations in sexual development. These alterations are called 
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disorders of sexual development (DSD). These disorders included a variety of 
phenotypes. Between them one of the most frequent is hypospadias which appear in 1 
of 300 born males. DSDs are a pediatric concern due to the difficulties in its 
management and the consequences related such as cancer or infertility. Also, it is 
important to consider the problems associated with the physical and psychological 
development in DSDs patients, being a main concern to be handled by a 
multidisciplinary team. 
Aims 
The main aims of this thesis are analyse the function of Gadd45g in the immune 
system and in sex determination. 
1. Gadd45g in the immune system
1.1. Analysis of the immune system and pathology of Gadd45g deficient mice
1.2. Gadd45g function in CD4 activation: proliferation and induced cell death.
1.3. Gadd45g’s role in CD4 effector T cells: differentiation and cytokine production.
1.4. Gadd45g implication in T cell development: thymic selection
2. Gadd45g in embryo development
2.1. Analysis of the reproductive system’s phenotype of adult mice deficient in
Gadd45g. 




The analysis of the Gadd45g null mice displays minor abnormalities in the immune 
system. Gadd45g null mice present thymus enlargement which can be probably due to 
alterations in thymic selection as reflected in the western blot of in vitro activated cells 
from the thymus. In this wb activation of p38 and JNK are impaired and it could lead to 
a failure in negative selection. At later time points, the thymus enlargement is reduced 
but there are some alterations in the thymic populations which still may reflect 
problems in the thymic selection. 
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SUMMARY 
Cytometric analysis of spleen and lymphatic nodes show small differences between 
null and wt mice. For example, there is reduced number of Treg cells in younger mice 
in comparison with wt. 
Gadd45g is a positive regulator of proliferation. This was observed when Gadd45g-/- 
and wt cells where cultivated under different mitogens and Gadd45g-/- cells proliferate 
less, independently of the stimulus used. 
 In vitro differentiation of Th1, Th2 and Th17 of cell isolated from lymphatic nodes 
of Gadd45g-/- and wt mice was done. Th1 cells from Gadd45g-/- produced less IL-2 and 
MAPKs analysis by wb show less p38 and more JNK activation. In Th17 cells, Gadd45g-/- 
produced more IL-17 but MAPKs analysis was not done. In Th2 cells, lack of Gadd45g is 
not relevant. 
In summary, Gadd45g seems to be relevant for the differentiation and function of 
the cells of the immune system, and more research is needed to determine if the 
effects seen in the thymic selection may affect the immune response when challenged. 
Embryo development 
Gadd45g null mice suffer a sporadic male to female XY sex reversal. The analysis of 
the frequencies of male to female mice in the Gadd45g-/- colonies resulted in the 
observation that the frequencies of male where very low in the 129J-C57BL/6 
background with less than 10% of male mice, and 0% in the pure C57BL/6.  Similar 
analysis was done with the Gadd45a-/- and Gadd45b-/-, but no defects were observed. 
Phenotypical and histological analysis of XY Gadd45g-/- individuals show a range of sex 
reversion in the mix 129J-C57BL/6 background and a complete sex reversal phenotype 
in the pure C57BL/6, in which all XY Gadd45g-/- developed as XY females. In both cases 
all XY mice were infertile. This was confirmed by PCR for the male marker Sry and by 
FISH of the sex chromosomes. The histological analysis of the adult gonads shows in 
the pure background perfectly formed ovaries which contained several follicles in 
different developmental stages.  The fact that the phenotype was so intense leads us 
to the hypothesis that the alteration must be in the early moments of sex 
determination. We analysed the expression of Gadd45g in the critical window of sex 
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 determination both by in situ hybridization with specifically probes and by Q-PCR. 
Gadd45g was expressed in a fashion similar to Sry and its expression was restricted to 
the gonadal tissue. However, the expression was identical in XY and XX gonads. We 
analysed the expression of early markers of testis development such as SOX9 and its 
direct target AMH by whole mount immunofluorescence of embryonic gonads at 11.5 
and 12.5 dpc. Both markers were undetectable in XY gonads from Gadd45g-/- embryos. 
With these results we decided to do a time course of the expression of Sry by Q-PCR in 
XY gonads from Gadd45g+/+, Gadd45g+/- and Gadd45g-/- . This show that the Sry 
expression was blocked from the beginning in the Gadd45g-/-. So, Gadd45g is 
necessary for the Sry expression, testis development and male fertility. 
Conclusions 
1. Gadd45g in the immune system 
1.1. The Gadd45g deficient mice do not develop any autoimmune or cancer 
disease. 
1.2. Gadd45g deficient mice develop timomegalia with alterations in the SP CD4 
and DN populations due to defects in the MAPKs signalling during positive and 
negative selection with altered activation of p38 and JNK. 
1.3. Gadd45g is a positive regulator of proliferation. 
1.4. Th1 and Th17 cell function is impaired in the Gadd45g deficient mice as 
reflected in the low production of IL-2 and increased production of IL-17 
compared with wt, respectively. In Th1 cell, there is less activation of p38 and 
increased activation of JNK. 
2. Gadd45g is a key player in sex determination 
2.1. Gadd45g XY mice develop as sex reversed XY females in a pure C57BL/6 
background.  
2.2. Gadd45g is expressed both in male and female gonads during the critical 
period of time of sex determination. Its expression resembles to the Sry 
expression and it is limited to the gonadal tissue and absent in the 
mesonephros. 




2.4. Gadd45g is necessary for the male sex determination. Gadd5g induces Sry 
expression indirectly. Lack of Gadd45g blocks the Sry expression and in 
consequence the expression of its direct target, Sox9, and the male pathway, 
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“No hay ninguna vida que sea nuestra por completo, ningún camino 
cierto. Que al final casi nada importa. Que cuando nos sentamos frente 
al abismo y miramos hacia atrás sólo se percibe entre las sombras el 
amor recibido de quien nos quiso de verdad. Que cualquier camino es 
bueno si sirve para preservar ese sentimiento absoluto, el único por el 
que merece la pena vivir y morir” 
Andrés Pascual, El guardián de la flor de loto. 
165 
